Chromosoma, Bd. 6, S. 479—488 (1954). 


From the Department of Genetics, McGill University, Montreal. 


SOMATIC CHROMOSOMES OF HIGHER DIPTERA. 
Iv. A BIOMETRICAL STUDY OF THE CHROMOSOMES OF HYLEMYA. 
By 
J. WALLACE Boyes and Herman M. Sxartis. 
(Eingegangen am 8. Marz 1954.) 


Introduction. 

Cytological studies by Boyes (1952, 1953, 1954) and Boyzs and 
Wixkss (1953) have recently been made of a number of species of the 
higher Diptera (Calyptratae) of the families Tachinidae, Sarcophagidae, 
and Anthomyiidae. These flies are economically important and it was 
hoped that their cytology would be sufficiently diverse to allow ready 
identification in the larval stage, where morphological characters are 
of little value. Unfortunately, the various karyotypes involved are 
often similar, differing only in minor ways. Therefore, a statistical 
analysis of the cytological results was undertaken to investigate the 
possibility of increasing the efficiency of identification from a small num- 
ber of larvae. Hylemya antiqua, an Anthomyiid, was selected for this 
study because appropriate statistical information could be extracted 
from the large number of observations made on this species. Some ana- 


lysis was also made of Hylemya fugax because of a particular condition 


which is found in that species. 
Data. 
Large and medium sized cells which occur in the ,,brain“ of fly 
larvae are occasionally seen in mitosis. For analysis of the metaphase 
chromosomes the brains are stained im toto in iron-aceto-carmine 
for twenty-five minutes and then transferred directly to WILSON’s 
Venetian-turpentine mixture in which they are squashed and which 
serves as the mounting medium. The chromosomes analyzed in this 
paper are from metaphase plates in eighty cells of Hylemya antiqua 
and twenty-two cells of H. fugax. The karyotypes of these species have 
been described by Boyzs (1952, 1954). These cells were chosen for 
study because they were well spread and had all of the chromosomes 
present and distinct (one of the small chromosomes of H. antiqua was 
not visible in two cells). 


The chromosomes were observed with a 100x objective and 20x oculars, 
and were drawn at 3520 by means of a camera lucida. Distortions were noted. 
Measurements were made from these drawings. The conventions followed in 
making these measurements and the corrections for distortions are discussed by 
Boyss and WiLKEs (1953) and Boyss (1954). 
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The eighty cells examined in Hylemya antiqua were taken from 
thirty-three larvae. Only one usable cell was found in each of ten larvae. 
Ten other larvae contributed two cells each, seven larvae gave three 
cells each, three gave four cells, two gave five cells, and one gave seven 
cells. The total complement length (TCL), which is calculated by 
summing the lengths of all chromosomes, did not appear to be independent 
of the larva in which the observations were made. For example, one 
larva from which three cells were used contained the two largest TCL 
measurements, while the three smallest TCL measurements were among 
those from the individual in which seven cells were examined. This 
apparently non-random distribution of the TCL was checked statistically 
by means of an Analysis of Variance test. The result, F = 2.57, is 
highly significant, exceeding 2,12, which is the value at the one percent 
level of probability (32 by 47 degrees of freedom). This may be inter- 
preted as statistically confirming the theory that the TCL is not randomly 
distributed among the larvae. However, the non-random distribution 
of TCL may be due in part to variations in the intensity of searching 
different slides. 

Hylemya antiqua has five pairs of metacentric chromosomes of 
moderate size, and a small pair with apparently terminal kinetochores. 
Because of the phenomenon of somatic pairing, within most cells the 
chromosomes were easy to identify by pairs. The small pair occasionally 
appeared to be heteromorphic in the location of secondary constrictions, 
and it is considered to be the sex pair. Between cells, homologous 
autosomal pairs were identified by the interrelation of comparative 
length (percent TCL) and arm ratio (length of longer arm divided by 
length of shorter). This was often confirmed by the observation of 
characteristic secondary constrictions. The chromosome pairs have 
been numbered in ascending order of average length. Difficulty in 
distinguishing pairs in a given cell was not encountered except with : 
Pairs III and IV in rare cases. 

The homologies determined by the above method were assumed to 
be correct in this study. In each cell the basic data used were the 
average length of the two sex chromosomes (not including any value 
for the kinetochore) and the average length of the homologues of each 
autosomal arm, the long arm being designated by L, the short arm by 
S. These were calculated for each arm in the eighty cells drawn in 
Hylemya antiqua. The fifty-five simple correlations which may be 
determined from these eleven sets of measurements are presented in 
table 1. The sex chromosomes (Pair I) were correlated with each of 
the autosomal arms by values varying from 0.727 to 0.773 and the 
autosomal arms were correlated inter se by values ranging from 0.861 to 
0.953. The correlation between the two arms of each autosome was not 
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Table 1. Interarm correlations and the correlation between arm length and TCL 
in Hylemya antiqua. 








Arm I 
IIL |0.7271} IIL 
IIS |0.7378) 0.9106; IIS 
IIIL | 0.7567 | 0.9224} 0.9125] IITL 
IIIS | 0.7295 | 0.8783 | 0.8786 | 0.9412| ITIS 
IVL | 0.7571 | 0.9224 | 0.9226 | 0.9412 |0.9002 | IVL 
IVS | 0.7331 | 0.8658 | 0.8904 | 0.9135 | 0.8607 | 0.9057; IVS 
VL | 0.7598 | 0.9152 | 0.9032 | 0.9529 | 0.9112 | 0.9465 | 0.9236| VL 
VS_ | 0.7734} 0.9141 | 0.8956 | 0.8969 | 0.8737 | 0.9187 | 0.8701 | 0.9095| VS 
VIL | 0.7482 | 0.9122 | 0.8782 | 0.9403 | 0.9053 | 0.9263 | 0.8950 | 0.9309 | 0.9068 | VIL 
VIS | 0.7666 | 0.9361 | 0.9124 | 0.9502 | 0.9020 | 0.9418 | 0.9148 | 0.9446 | 0.9351 | 0.9497 
TCL | 0.7656 | 0.9293 | 0.9229 | 0.9579 | 0.9234 | 0.9515 | 0.9194 | 0.9563 | 0.9257 | 0.9393 | 0.9651 






































much higher than that expected between autosomal arms taken at 
random. 

It may be that the interarm correlations are complete but are masked 
by failings in technique. If the difficulty is due to some factor such 
as stretching, it may be directly proportional] to the length of the arm, 
but if the error is caused by inaccuracies of drawing or measurement, the 
relative magnitude of the error will be smaller as arm length increases. 
On the latter theory, there should be a direct correlation between the 
total length of any two chromosome arms and the correlation between 
them. This correlation value (between the sum of any two arm lengths 
and the correlation between them) was found to be 0.707 if only the 
forty-five interautosomal correlations were tested, and 0.666 if the ten 
correlations between the sex pair and each autosomal-arm were also 
included. On the theory that arm lengths are completely correlated, 
this indicates that the relative size of the error of measurement decreases 
as the average arm length increases. It happens that the sex chromosomes 
are only five-sixths as large as the shortest autosomal arm and one- 
third as large as the largest. Also, as will be shown later, the sex pair 
is less variable than the autosomes. Being small and not too variable, 
the measurements are spread over only a few values. This serves to 
cut down the correlation with the other chromosomes through a purely 
mechanical factor which may partly explain the drop in the above 
correlation upon inclusion of the data for the sex chromosomes. 

Also shown in table 1 is the correlation between each arm and the 
TCL. In each case the value for the arm in question has been removed 
from the TCL, so that this correlation is really between each arm and 
the remainder of the karyotype. As might be predicted, it is high for 
the sex chromosomes and very high for the autosomal arms. 

The left part of table 2 gives the mean length and its standard 
error, the standard deviation, and the coefficient of variation of each 
chromosome arm of Hylemya antiqua. The individual values were the 
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Table 2. Measurements of each chromosome arm of Hylemya antiqua. 























Coefficient Mean 

Arm | Moan. Stent) Geutton | otvaration | greene | Suendtnn 
I 0.5909 + 0.0094 0.0843 14.26 4.09 0.455 
IIL 1.4772 + 0.0300 0.2680 18.15 10.23 0.473 
IIs 0.9856 + 0.0201 0.1797 18.23 6.83 0.389 
TITL 1.8284 + 0.0377 0.3368 18.42 12.67 0.475 
Tris 0.7094 + 0.0153 0.1368 19.28 4.92 0.307 
IVL 1.7303 + 0.0365 0.3269 |; 18.89 11.99 0.488 
IVS 0.8356 + 0.0182 0.1628 19.48 5.79 0.373 
VL 1.6494 + 0.0334 0.2991 18.12 11.43 0.441 
Vs 1.1456 + 0.0255 0.2282 19.92 7.94 0.459 
VIL 1.9631 + 0.0399 0.3569 18.18 13.60 0.595 
VIS 1.5178 + 0.0333 0.2981 19.64 10.52 0.432 


average of the two homologues of each arm. The unit of length is one 
centimeter as measured on the 3520 drawings. It will be noted that 
the coefficient of variation of the sex chromosomes is smaller than the 
consistent value which is found for each of the autosomal arms. This 
means that all of the autosomal arms vary in a similar manner but that 
the sex chromosomes probably vary proportionately less than the 
autosomes, although they may be completely correlated with the auto- 
somes in their variation. The rest of table 2 gives the mean percent 
TCL and its standard deviation for each chromosome arm in H. antiqua. 
There is a rough correlation between the length and standard deviation, 
although the sex chromosomes are quite far out of line. This may be 
ascribed in part to the fact that the comparative length of the sex 
chromosomes is inversely related to the TCL, since they have a lower 
coefficient of variation than the autosomes. This would increase the 
variability of the sex chromosomes on the percent TCL scale. 


Table 3. The correlation between arm ratios and between arm ratio and TCL. 





II 
Ii 0.0747 Iil 
IV 0.0940 0.0784 IV 
Vv 0.0245 0.1638 0.0524 V 
VI 0.0271 0.1131 0.0731 0.0905 VI 
TCL 0.0835 0.0841 0.2691 0.0576 0.2377 


Assuming that errors in measurement are randomly made, one would 
expect the autosomal arm ratios to be uncorrelated with each other and 
with the total complement length, and this is seen to be the case in 
table 3. For eighty values a significant correlation occurs at about 0.217 
‘for the five percent level of probability and 0.283 for the one percent 
level of probability. Of these fifteen correlations, only two are significant 
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at the five percent level and none are significant at the one percent 
level. This result may frequently be exceeded by chance in an uncor- 
related population. 

Table 3 suggests that the arm ratio should be independent of the 
larva in which the measurement is made. To investigate this, chromo- 
some III was studied because it has the highest mean arm ratio, and 
was therefore assumed to be most likely to show a non-random distri- 
bution of arm ratios, if this occurs. An Analysis of Variance test was 
performed and the result was very far from significant. Therefore, the 
arm ratio is probably randomly distributed among larvae. 

If, as might be supposed, the variation in total complement length 
which was found was a manifestation of the process of contraction during 
metaphase, then one might expect the chromosomes in cells with a 
small TCL to be thicker than those in cells with a large TCL. Measure- 
ments were made of the width of the sex chromosomes one-third of the 
distance from their distal end and of both arms of chromosome VI at 
the mid-point of each arm (these points were chosen because they were 
not near secondary constrictions). The sex chromosomes averaged 0.8 
micra in width and each arm of chromosome V1 averaged just less than 0.9. 
The standard deviation of the sex chromosomes is only 0.05 micra and 
that of each arm of chromosome VI is 0.07 micra. These values of the 
standard deviation are below the limits of resolution of the microscope, 
so that much of the variation measured must be due to chance and no 
importance should be attached to individual observations. However, 
the analysis of large numbers might show some points of significance. 
A simple correlation of length and width was found to be —0.13 for the 
sex chromosomes and —0.42 and —0.46 for the long and short arms of 
chromosome VI, respectively. The latter two values are highly significant, 
and the value for the sex chromosomes, though not significant, is a 
moderate deviation in the same direction. However, if the volume of 
each chromosome remains constant during the period of contraction, 
then according to the formula for the volume of a cylinder there should 
be a direct correlation between the length and the reciprocal of the 
square of the width. The value of this correlation is 0.17 for the sex 
chromosomes and 0.41 for the long arm and 0.42 for the short arm of 
chromosome VI. All three values are in the expected direction, but the 
value for the sex chromosomes is not quite significant while the values 
for chromosome VI do not exceed those found for the simple correlation 
of length and width. Because length and width are negatively correlated, 
these results support the theory that in the type of cell chosen the 
differences in the length of the chromosomes in different cells are a 
function of the stage of metaphase, rather than of the amount of chromatin 
present. The evidence does not favor the theory that the volume of 
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the chromosomes remains constant during metaphase contraction, but 
these data are not strong evidence against such a theory. Of course, 
by metaphase, chromatid formation is completed, and the chromosomes 
are not cylindrical, as these calculations have assumed. 

The corrections which were made because of distortions of the 
chromosomes were tested by recalculating the fifty-five interarm correla- 
tions using the uncorrected data. Few of the correlations changed by 
more than 0.02. Seventeen correlations increased in value and the other 
thirty-eight decreased. On the assumption that all of the chromosome 
arms are completely correlated with each other, this general decrease of 

values is a highly signi- 
Table 4. Measurements of each autosomal arm of ficant deviation from a 
Hylemya fugax. random rearrangement 
Coefficient - of the correlation coeffi- 

Standard | Standard of . 
error deviation | variation cients, but because the 
% direction of change is 
TL | 1.3057+0.0487 | 0.2285 | 17.50 98 interrelated pheno- 
TIS | 0.8295+0.0169 | 0.0793 9.56 menon, this test of signi- 


IIIL 1.7568 + 0.0579 0.2716 15.46 ficance is probably not 
IIs 1.0693 + 0.0332 | 0.1557 14.56 pare ree eZ, 

IVL 1.8739 +.0.0586 | 0.2750 14.68 0 IMPOFCANy. 22 GAESS 
Ivs 1.1773 + 0.0413 | 0.1935 16.44 data about 59.6% of the 


VL | 1.7716+0.0508 | 0.2385 | 13.46 
vs | 1:3705:.0.0308 | 0.1866 | 13.62 Values had corrections, 
VIL | 2.11360.0657 | 0.3082 | 14.58 but even though all 
VIS | 1.6102+0.0502 | 0.2355 | 14.63 were positive, they com- 


prised only 2.5% of the 

TCL. We may conclude that it is likely that the corrections are of value, 
although they may, in the aggregate, add more work than they are worth. 
In the light of the low variability of the heteropycnotic sex chromo- 
somes in Hylemya antiqua, it appeared advisable to make a statistical 
analysis of data for H. fugaz, in which the short arm of chromosome II 
is entirely heterochromatic. Because Boyes (1952) has shown that the 
sex chromosomes are heteromorphic in length, it is advisable to omit 
them from these calculations. The short arm of the second chromosome 
is correlated with the other autosomal arms by values ranging from 
0.597 to 0.802. The other autosomal arms (including IIL) are correlated 
inter se by values ranging from 0.790 to 0.939. These data are from 
only twenty-two cells, and therefore have about twice as great a standard 
error as those found in H. antiqua (see table 1). It is difficult to determine 
the significance of the differences between the species, but it may be 
noted that the median value of the H. fugax interautosomal correlations 
(exclusive of those involving the short arm of chromosome II) is 0.884 
‘whereas the median value of the H. antiqua interautosomal correlations 
is 0.912. The mean length and its standard error, the standard deviation 
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and coefficient of variation of each autosomal arm of H. fugaz are given 
in table 4. The short arm of chromosome II can be seen to have a 
coefficient of variation which is quite a bit smaller than that of any of 
the other arms, much as was the case with the sex chromosomes in 
H. antiqua (see tabie 2). However, the generally lower values of the 
coefficient of variation cannot be understood as distinguishing H. fugax 
from H. antiqua because of the non-random distribution of chromosome 
length (i.e.; TCL) among larvae. It is quite possible that a more extensive 
study of fugaz would result in the finding of individuals with strong 
deviations in the TCL, thereby increasing the coefficients of variation. 


Discussion. 

If we assume that there has not been much conscious selection for 
uniformity of cell size (among large and medium sized cells), there are 
two major theories to explain the fact that the total complement length 
is not independently distributed among Hylemya antiqua larvae. Either 
the larvae differ among themselves in amount of chromatin because of 
age, environmental history, or genetic differences, or the cells may 
divide so that a number of cells may be found in the same stage of 
metaphase at a given time. The negative correlation between chromosome 
length and width suggests that the differences in TCL are not entirely 
differences in amount of chromatin, but may be due in part to differences 
in the stage of metaphase contraction. Therefore, it would appear that 
the phenomenon of synchronous cell division is still present to some 
extent in late larval stages. 

It appears that complete correlation between all chromosome arms 
exists, but it is not observed because of the impossibility of drawing 
and measuring the chromosomes accurately and the failure to see or 
to correct properly the distortions produced during squashing. The 
deviations from complete correlation are surprisingly small. This complete 
correlation between arm lengths means that the process of contraction 
during metaphase is synchronous in all chromosomes. Although this 
is true of all chromosomes, including the heteropycnotic sex chromo- 
somes of H. antiqua and the heterochromatic autosomal arm in H. fugaz, 
these two regions do not contract as much as the rest of the karyotype. 

The present method of determining the homology of chromosomes 
between cells largely involves minimizing the intercellular variation 
of percent TCL and arm ratio values. Simple inspection will usually 
suffice to identify those chromosomes which are distinguished largely 
on the basis of relative size. If we assume that each chromosome arm 
is completely correlated with the others in the process of metaphase 
contraction, then the errors of measurement are such that a large chromo- 
some is more likely to have been measured within a given percent of 
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the correct value than is a small one. This fact is useful in distinguishing 
homologues in cases where the interaction of length and arm ratio is 
used. However, in chromosomes of about the same relative length, 
small errors in measuring the length of the short arm may cause large 
differences in the arm ratio, leading to erroneous results in homologizing 
chromosomes. Fortunately, these errors are not usually of any conse- 
quence and can be reduced by reference to other morphological differences 
such as secondary constrictions. The average arm ratio or percent 
TCL of a single chromosome is used as a character in a taxonomic key 
only when there is little likelihood of confusion, as with the percent 
TCL of the sex chromosome pair, which differs considerably between 
species. Similarly, whether or not the largest chromosome pair is much 
larger than any of the others is a character which is not likely to be 
impaired by errors in homologizing. Furthermore, the average arm 
ratio of all the autosomes, which is of taxonomic use, is unaffected 
by errors in homologizing. Errors in the measurement of arm lengths 
will tend to make the average arm ratio higher than its true value, 
but this deviation will usually be of about the same magnitude in all 
sets of observations so that repeated sampling will give consistent results. 
The high values of the correlation between arm length and TCL 
indicate a better way of homologizing chromosomes. It appears that 
the two arms of a chromosome are not more highly correlated than 
are any two arms chosen at random. Therefore, the best technique 
for homologizing chromosomes would be to minimize the variation in 
a table of percent TCL values. A major advantage of this method is 
that all measurements are in the same units and the relative standard 
errors of several measurements may easily be estimated because of the 
simple fact that the standard error is positively correlated with the 
mean. This is preferable to the present method of homologizing chromo- 
somes, which uses two types of measures. The standard error of both 
the TCL and the arm ratio increases in proportion to the mean, but 
it is difficult to compare their standard errors. Thus, if two chromosomes 
are similar in arm ratio and percent TCL it is much harder to decide 
the relative values of the percent TCL and the arm ratio in determining 
homologies than would be the case with a system where all values are 
expressed as percent TCL. If all values were to be expressed in terms 
of the percent TCL, the average length difference could be used as an 
index of the chromosome morphology of a species comparable to the 
average arm ratio. The two indices are not strictly comparable since 
the average arm ratio may be quite high if a single chromosome is 
acrocentric, but the average length difference is not as sensitive to 
fluctuations in a single chromosome pair. The average length difference 
is calculated by averaging the differences in percent of TCL between the 
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average length of the long and short arms of each chromosome pair 
in which two arms have been measured. In Hylemya antiqua the average 
length difference is 4.78%. The average length difference is not affected 
by errors in homologizing chromosomes and is not greatly affected by 
errors in measurement. This latter advantage is not possessed by the 
average arm ratio, and would operate to give the average length difference 
a smaller standard error, which would be of great value when working 
with small numbers of individuals, particularly where there are acrocentric 
chromosomes. 

Since the sex chromosomes of H.antiqua have a smaller coefficient 
of variation than the autosomes, they have a smaller value in cells with 
a large TCL than in cells with a small TCL and the autosomes will 
each seem slightly larger in large cells. For this reason, it would be best 
te use the total autosomal length, or even the total autosomal length 
exclusive of heterochromatic arms, since this would give the most uniform 
results. However, the accuracy achieved by such refinements is not very 
great and the TCL may be retained as a useful base for measurements. 

At the present time, not enough is known of the chromosomal 
variability within species of the higher Diptera to allow one to speak 
of differences as being established at the specific level. The differences 
which have been seen between recognized species are often at the border 
of what these techniques can detect. This study has suggested a few 
points which should not be neglected. The total complement length 
is not likely to be a satisfactory character for use in a taxonomic key. 
Percentage of the total complement length or of the total autosomal 

length is a very satisfactory key character. Because of the large number 
of measurements which may be compared between two species, a single 
small but statistically significant difference (such as a difference at 
about the one percent level of significance between the percent TCL 
of the sex chromosomes) should not be considered as being of importance. 
Only more highly significant differences or a number of differences 
should be considered indicative of a distinction between the populations. 

On the other hand, it may be seen that the order of magnitude of 
the variation shown by a population may be relatively low. In a well- 
studied region it should be possible, for purposes of biological control, 
to utilize cytological techniques to distinguish species. This would 
often be simpler than the use of a key to larvae, and faster than the 
process of raising larvae to adults. 


Summary. 

The chromosome complements of eighty brain cells of Hylemya 
antiqua have been studied. The eighty cells were found in thirty-three 
larvae. Total complement length (TCL) is not randomly distributed 
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among the larvae. Because there is an inverse correlation between 
chromosome length and width, it appears that in the cells studied the 
different chromosome lengths are partly expressions of different stages 

of metaphase contraction. It is suggested that synchronous division 
of cells still occurs in late larvae. 

The length of each chromosome arm is highly correlated with that 
of every other arm. It is possible that the correlations are complete but 
that inadequate technique causes the departures from completeness 
which are observed. The chromosome lengths are corrected slightly 
for distortions, but the corrections make very little difference in the 
correlation coefficients. There is a high value for the correlation between 
the correlation of two arm lengths and the sum of the two arm lengths. 
This is to be expected if the perfect correlation between all arm lengths 
is being obscured by errors of drawing and measurement. 

The autosomal arms have very similar coefficients of variation. The 
arm ratios (length of long arm divided by short arm) are not correlated 
with TCL or with each other, and arm ratio is randomly distributed 
among the larvae. The sex chromosomes have a smaller coefficient 
of variation than the autosomes, so that they are relatively large in 
small cells and relatively small in large cells. 

Twenty-two cells in Hylemya fugax were measured. The autosomes 
also showed a high correlation between arm lengths. An entirely hetero- 
chromatic autosomal arm showed the same phenomenon of a low 
coefficient of variation which was shown by the heteropyenotic sex 
chromosomes in H.antiqua. The low variability of heterochromatic 
regions accompanied by an apparently non-random distribution of the 
TCL may produce an erroneous picture of the species complement when 
dealing with small numbers. 

It is suggested that for simplicity in using cytological observations 
of this sort for taxonomic purposes, the technique of measuring the 
percent TCL of a chromosome plus its arm ratio be replaced by the 
percent TCL of each arm plus the average length difference between 
the arms of each chromosome pair in units of percent TCL. 
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From the Department of Botany, Columbia University, New York. 


AUTORADIOGRAPHIC AND MICROPHOTOMETRIC STUDIES 
OF DESOXYRIBOSE NUCLEIC ACID 
DURING MICROGAMETOGENESIS IN LILIUM LONGIFLORUM*. 


By 
J. HERBERT TAYLOR and Racuet D. McMaster. 
With 9 figures in the text. 
(Eingegangen am 17. April 1954.) 


The techniques of autoradiography and microphotometry have been 
used for determination of phosphorus incorporation and the amounts 
of DNA (desoxyribose nucleic acid) in nuclei during development of 
the anther of Lilium longiflorum. Previous studies have shown that 
incorporation of phosphorus into DNA occurs only during interphase 
(Howarp and Pretc 1951 and Taytor 1953). Since photometric 
measurements (Swirr 1950a) indicate that doubling of the amount 
of DNA occurs in the interphase prior to mitosis, the two events appear 
to coincide. Biochemical studies have also shown that the incorporation 
of phosphorus into DNA occurs at a remarkably low rate in tissues in 
which mitoses are infrequent. The evidence suggests that DNA in- 
corporates phosphorus only during periods when the amount per nucleus 
is increasing. Verification of this hypothesis should be possible if 
measurements of incorporation and amounts of DNA could be made 
simultaneously in identical cells or in similar cells at identical stages 
of development. The buds of lily are convenient for the latter type of 
study. The sporogenous nuclei pass from pre-meiosis to the end of 
pollen development in synchrony, and it has been shown that the stage 
of development is closely related to bud length (Erickson 1948). Thus 
it is possible to predict from bud length the stage of nuclear development, 
and to determine by later cytological observation, when the growth 
rate is known, the stage of the nuclear cycle passed through while an 
isotope was being incorporated. 

This report presents data on incorporation of P®? into DNA, and 
other compounds insoluble in fixatives and cold acids, in relation to 
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the Atomic Energy Commision, Contract AT (30-1)-1304, and by a grant from 
the Higgins Fund, Columbia University. Microphotometric equipment was made 
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Columbia University. Technical assistance was provided by Maria F. Catuya 
and SanpHya Mirra. 
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the changes in amount of DNA determined by microphotometry. Since 
the autoradiographic technique depends on extractions of fixed tissues, 
data are also presented showing the fractions of P** removed in fixation, 
preparation of tissue sections for autoradiographs, FEULGEN hydrolysis 
and digestion in nucleases under various conditions. 


Materials and Methods. 
1. Growth and preparation of tissues. 

Bulbs of Lilium longiflorum var. ‘‘Croft’’ obtained from the American Bulb Co. 
were stored in moist peat moss at 0°C., and at regular intervals several bulbs 
were placed in pots in the greenhouse. In this way buds in various stages of deve- 
lopment can be obtained at any season of the year. 

P®2 solution (obtained in the form of H,PO, from Oak Ridge National Labora- 
tory, U.S.A.) was diluted to contain 10-40 yc/ml. in a mineral solution recommended 
for culturing excised anthers (TayLor 1950). The final concentration of phosphate 
was equivalent to 0.02 mg. of KH,PO, per ml. of solution. The pH was adjusted 
to 5.0-5.5 with KOH. Three or four inflorescences, with stems freshly cut 3 inches 
below the base of the buds and with all leaves except those enclosing the buds 
removed, were placed in a wide-mouth bottle containing 20 ml. of the isotope 
solution. The buds projected over the edge of the bottle and thus were shielded 
from the direct irradiation from the surface of the solution. The cultures were 
maintained at 23+ 1°C. at the relative humidity of the laboratory, which was 
usually near 50%. Under these conditions P* sufficient to produce distinct auto- 
radiographs becomes incorporated in certain nuclei of the anther within 20 to 
28 hours. At later stages in pollen development longer periods (50 hours) in the 
solutions were used in some experiments to get sufficient isotope into the cells 
to produce autoradiographs. 

Autoradiographs are produced at the stages of high uptake by tissues from 
material grown for 28 hours in solutions containing 10 c/ml., but for comparison 
of all stages after relatively short periods of growth, the higher concentrations 
of P%2 are necessary. Lower concentrations gave qualitatively the same results 
as the high ones (see also PLaut 1953) indicating that disturbances due to radiation 
damage have not significantly altered the results presented here. 

For each bud which was studied, two of the six anthers were fixed in Carnoy’s 
acetic-alcohol (3 absolute alcohol:1 glacial acetic acid) for 12-18 hours, two were 
fixed in FAA (90 volumes 70% alcohol:5 volumes glacial acetic:5 volumes for- 
malin), and two were weighed and then hydrolyzed in 10 N H,SO, for estimation 
of the total P®2, by counting an aliquot with the Geiger tube. The efficiency of 
the tube with the geometry employed for these counts was such that the scaler 
recorded approximately 4.6% of the disintegrations occurring in the sample. 
After fixation in acetic-alcohol the anthers were rinsed in absolute alcohol, trans- 
ferred to tertiary butyl alcohol (TBA), to a mixture of TBA and paraffin oil (1:1) 
at 60°C. for an hour, and then to pure paraffin prior to embedding. Material 
fixed in FAA was rinsed in 70% alcohol, passed through mixtures of TBA and 
ethyl alcohol containing less than 30% water, and then into mixtures of TBA 
and absolute ethyl alcohol. After transfer to pure TBA, they were placed in the 
1:1 mixture of TBA and paraffin oil at 60° C. for an hour or two before embedding. 
Both FAA and acetic-alcohol fixed materials were treated identically after em- 
bedding. 

In the preparation of slides all material was sectioned at 10u. To obtain 
comparable material for different treatments serial cross-sections were made and 
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consecutive short segments of the ribbon were distributed to 4-6 slides. When 
each segment contained 5 sections, cells were compared that originally occupied 
positions less than 300 apart in the anther. This precaution was taken in the 
mounting of material since microsporocytes from the tip of a locule are 8—16 hours 
more advanced than those at the base with a gradual transition along the inter- 
calary portion. However, cells of sporogenous tissue that are within 300u of 
each other, as in the slides used here, may be considered at identical stages for 
analysis of events extending over 20-24 hour periods. Cytological examination 
of the slides at a short stage such as metaphase I confirmed the validity of this 
assumption. 

Sections were mounted on slides coated with albumin in the usual way, but 
when they were to be used for autoradiographs albumin was also applied along 
the edges on the reverse side. The slides were passed through xylol into a boiling 
ether-alcohol mixture (1:3) for 5 minutes, passed through the ethyl alcohol series 
to distilled water for 5 minutes at room temperature, placed in 5% TCA (trichlor- 
acetic acid) at 0-2° C. for 5 minutes, and then rinsed in cold water. 

For autoradiographs five replicate slides were then subjected to the following 
treatments: 

1) one slide washed 10-15 minutes in water at room temperature; 

2) one slide hydrolyzed in 1 N HCl for 10 minutes at 60°C., stained by the 
Feulgen reaction for 30 minutes, and rinsed in water; 

3) one slide digested in a 0.02% solution of ribonuclease! in distilled water 
adjusted to pH 6.0-6.5, at 37°C. for 2 hours (KavrMaNnn, Gay and McDonaLp 
1951), followed by 3 minutes in cold 5% TCA and then rinsed in cold water; 

4) one slide digested in the RNase solution above, rinsed in water, and then 
digested in 0.01% desoxyribonuclease dissolved in 0.005 M MgSO,-7H,0 containing 
0.1% gelatin at pH 6.0-6.5 for 2 hours at 37°C., followed by 3 minutes in 5% 
cold TCA, and then rinsed in cold water; 

5) one slide was hydrolyzed for 30 minutes at 90°C. in 5% TCA and rinsed 
in water (POLLISTER and Ris 1947). 

All slides were stored in cold 50% ethyl alcohol until stripping film could be 
applied. 

To determine the proportion of P®? extracted during fixation and embedding, 
whole anthers were placed in planchets at intervals during the procedures and 
counts determined with the Geiger tube. Geiger counts of slides containing sec- 
tioned materials were also used to follow extraction of P%? in the xylol-alcohol- 
water series and during various enzyme treatments and acid hydrolyses. Although 
only the average response of the different tissues is obtained, this technique is 
convenient for a rapid evaluation of the effect of various treatments. 


2. Preparation of autoradiographs. 

After slides were subjected to the desired treatments and washed in several 
changes of water, they were coated with stripping film (Kodak Ltd., London) 
composed of a 5yu-layer of emulsion backed with a 10 y-layer of gelatin. All mani- 
pulations were performed before a white sheet of paper to improve visibility, 
since the safelight intensity must be very low. Maintenance of the humidity at 
80-90% further increases the facility with which stripping can be accomplished. 


1 Nucleases were highly purified, crystalline preparations from Worthington, 
Freehold, N. J., U.S.A. Protease activity was negative in tests on the release of 
S* from proteins in tissue sections. 
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Care was used in all manipulations not to scrape or rub the emulsion surface, since 
friction causes fogging of the film. 

The film, which is obtained loosely attached to glass plates, was marked off 
into rectangular pieces 1’’ x 1'/,” with a scalpel. To strip a piece of film from the 
glass, one edge was scraped loose and grasped with cover glass forceps. After 
stripping the film was uncurled by drawing lightly across a finger and dropped, 
emulsion side down, onto the surface of a bowl of water at 24-25°C. Within 
2 minutes the film flattens on the surface of the water and swells to an equilibrium 
condition. The slide containing the tissue can then be dipped into the water under 
the film and raised obliquely so that one edge contacts the rectangular piece of 
film about !/, inch from its narrower edge. As the slide is raised out of the water, 
the film drapes over the slide free of air bubbles, and laps under each edge of the 
slide about 1/,—'/, inch. The film can be positioned if necessary, without stretching, 
within the first few seconds after removal from the water, by slipping along the 
edges of the slide with the fingers. 

After the film was applied the slides were dried thoroughly in a dark box by 
a stream of air from a hair drier, and were stored at 4—6° C. in bakelite slide boxes 
sealed with masking tape. All slides were faced in the same direction and separated 
from each other by a blank slide to eliminate radiation from adjacent slides. 
Drierite (anhydrous CaSO,) was placed in one end of the box to maintain a low 
humidity and thereby limit fading of the latent image. 

After about one half-life of the P%? (14.3 days), the slides were developed for 
6 minutes in Kodak D-19 (maintained at 18° C. in a water bath), washed 30 seconds 
in water, and fixed for 10 minutes in Kodak acid fixer. Slides were handled in 
racks with the developer and fixer in large staining jars. After washing in running 
water at 18-20° C. for 2-3 hours, the slides were passed through the alcohol-xylol 
series, and mounted in clarite or in Shillaber’s index of refraction oil (R.I. of 
1.47). Oil of this refractive index increases the contrast of unstained specimens 
sufficiently for use of either the phase microscope or ordinary microscope with 
the condenser diaphragm stopped down. With the condenser diaphragm open 
the specimen is so nearly invisible that it does not interfere with photographing 
or counting of silver grains in the emulsion above. Densities of the autoradio- 
graphs, which are proportional to P®? concentration in the tissues below the film, 
were determined for each slide by counting the silver grains in the area delimited 
by a circle on a reticle in the microscope ocular. 


3. Microphotometric methods. 

The anthers used for determination of amounts of DNA were fixed in FAA, 
washed for a day in slowly running water, then brought through the ethyl alcohol- 
xylol series and embedded in paraffin. After sectioning and mounting, the slides 
were washed for two more days in slowly running water to remove all traces of 
formalin. In addition, half of the zygotene nuclei were from a chrome-osmic fixed 
anther. None of the material used in the photometric study had been exposed 
to P%, 

The Feulgen reaction was carried out as described by STOWELL (1945). All 
slides were hydrolyzed for 12 minutes in 1 N HCl at 60°C., and were stained for 
at least an hour. 

Amounts of DNA in individual nuclei were determined using the apparatus, 
procedure, and formula described by Swirt (1950b). A Wratten 62 filter was used 
to isolate the 546 my line from an AH-4 mercury lamp, and the necessary magnifi- 
cation and resolution were obtained with a Zeiss oil immersion objective (N.A. 1.3, 
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apochromatic, 90 x) in conjunction with either a 3x or a 10x ocular!. The 
condenser diaphragm was closed down to about 5 mm. 

Whole, nearly spherical nuclei were used exclusively and, with the exception 
of the meiotic prophase, only interphase nuclei were measured. Nuclear diameters 
were determined with an ocular micrometer, as the average of the two extreme 
diameters. Transmissions were determined for the central region of the nucleus 
which had a diameter abort 0.6 that of the nucleus. 

From the measured diameters of the nucleus and the ‘‘plug”, and the calcu- 
lated extinction of the central region, the amounts of DNA (in arbitrary units) 
in individual nuclei were computed by the formula: amount = HC?/F, where E 
is the extinction, C is the radius in microns of the central region used for measuring 
E, and F is the fraction of the nuclear volume included in the measured region. 
In the final calculation of amounts, premeiotic nuclei from a 10 mm. bud with a 
previously determined mean amount’ of DNA per nucleus, were used as a reference 
standard. Sections of this material, mounted on the same slide (or occasionally 
on a separate slide) with each different bud length to be studied, were carried 
through the complete staining procedure, and were measured along with the other 
tissue. The factor relating the amount found in nuclei of the 10 mm. bud for a 
given slide, to the standard amount previously determined for these nuclei was 
then used in the calculations for nuclei of unknown amounts. This corrected for 
any deviations in staining intensity which were due to treatment of the material 
after the sections were mounted on slides. 

The thick, yellow wall of late microspores had a measurable extinction when 
mounted in the usual media with a refractive index of 1.55. This absorption was 
due to mismatch of the refractive index of the wall, rather than to absorption by 
the pigment, and was eliminated by mounting in oil with a refractive index of 1.57. 
In the pollen stages, in addition tothe absorption by the wall, the granular cy‘ plasm 
has a measurable absorption. In these stages sections were cut thin en: ugh to 
eliminate measuring through the wall, and the refractive index of the cytoplasm 
was matched (1.53). In both cases, then, the refractive index of the nucleus was not 
matched. Although the mismatch was slight (especially in 1.57 oil) more variability 
would be expected in the determination of amounts in buds longer than 45 mm. than 
in the younger buds. 


Observations and Results. 
I. Incorporation and extraction of P*. 
A. Accumulation of P® in whole anthers. 

Anthers from inflorescences grown in P* solutions as described for 
these experiments accumulate P®? at rates which are related to the 
stages of development (Table 1). Data in Tables 1 and 2 were taken 
from inflorescences grown 28 hours in solutions containing 40 uc of P* 
per ml. Most anthers had accumulated between 20 and 50 uc per gram 
of fresh weight when they were fixed after 28 hours. The rate is re- 
latively high one or two days before cells of the sporogenous tissue 
enter leptotene of meiotic prophase. Accumulation is slower during 


1 The tapetal nuclei from the 19 mm. and 20.5 mm. buds had such high ex- 
tinctions that errors due to stray light would have been very large at 546 mu. 
Therefore these nuclei were measured (with their 10 mm. contro) at 480 my using 
the apparatus described by PoLtisTER (1952; see Fig. 5) with a Bausch and Lomb 
grating monochromator. 
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Table 1. Incorporation of P** during microsporogenesis and pollen 
































Ave number of 
Cannes rage cas 
Stage of development Bud length | sresh RNase digestion 
wart 
A) 
ee oe 
Pre mens s  e 10.6 2646 | 95.1) 0.67 | 2.6 
PRION. 4 8 8 SO TS RR 11.5 5160 | 106.6) 1.23 | 3.3 
*Early leptotene ....... 12.0 5244 | 32.3| 1.05 | 1.6 
*Late leptotene. ....... 14.0 1060 5.6 | 0.49 | 1.0 
(lower end) 
"Karly zygotene.. . .... +. e« 14.0 1060 8.6} 0.24 | 2.1 
(upper end) 

Siete fypoume’. ses 15.0 2200 | 24.7| 1.07 | 2.8 
Early pachytene ....... 14.5 2010 | 36.7/| 1.52 | 1.6 
Early pachytene ....... 16.5 2310 — _— _- 
*Early pachytene....... 17.0 3080 24.3 | 0.71 | 2.5 
*Mid-pachytene. ....... 18.5 2090 | 14.4] 0.66 | 1.6 
*Late pachytene ....... 20.3 2800 13.8 | 0.57 | 2.5 
TEMOINO 6 x, io 0 5 srk <0) ged 21.0 2440 14.5 | 0.58 | 2.8 
as Seplaeaie gated Reeiriae cons 24, 4330 | 45.8) 1.05 | 5.9 

(lower end) 

Telophase II and tetrads . 25.0 2180 9.0} 1.15 | 2.4 
Early microspores. ..... . 31.0 4420 2.8} 0.20 | 1.9 

id-microspores. ....... 40.0 2146 4.7| 0.74 | 2.5 
Late microspores ....... 49.5 3000 15.7 | 0.90 | 2.0 
Pre-prophase microspores .. . 58.0 2300 —_ — — 
Telophase (tiibe nucleus) . 58.0 2300 5.6 | 0.81 | 4.1 
Telophase (generative nucleus) . ‘ 58.0 2300 6.2 | 0.70 | 4.1 
Karly pollen (tube nucleus). . . 70.0 2900 25.3 | 3.13 | 2.3 
Early pollen (generative nucleus) 70.0 2900 31.6 | 2.01 | 2.3 
Early poilen (tube nucleus). . . 76.0 380 3.8 | 0.76 | 1.0 
Early pollen (generative nucleus) 76.0 380 5.3 | 0.69 | 1.0 


* Slides exposed 7 days; all others exposed 14 days. 


leptotene and early zygotene, but increases again during late zygotene 
and early pachytene. After a slight drop, or levelling off, during late 
pachytene, there is a rise preceding divisions I and II. The rate con- 
tinues high in the early microspore stage, falls in the mid-microspore 
stage, but rises again by the late microspore stage. Accumulation of 
P%2 in the anthers slows down during division of the microspores. Follow- 
ing the division the contents of the anthers become relatively dehydrated 
and phosphorus accumulates very slowly in the late stages of develop- 
ment. Data presented later indicate that these fluctuations are cor- 
related with the rate of incorporation of P*? into the nucleic acids and 
proteins of the tissues of the anther. 


B. Extraction of P® during fixation and preparation of tissues. 
The extraction of P®* by fixatives and subsequent treatments was 
followed by counting whole anthers or sections of anthers. The phos- 
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development from inflorescences grown 28 hours in a solution of P*?, 





silver grains over cylindrical plugs (circular area of 78.5 5q.u) of nuclei in auto- 
various treatments 











prepared following 
Nan and Naw ition | TOUS AZvan | ‘Bot NORE 
myst | 8B Pa mies | 8 E- p...4 ma | & 2 pa 
26.9 0.51 1.7 56.1 2.87 2.2 23.9 0.91 1.9 
34.6 0.66 2.3 50.9 2.29 3.0 35.1 1.579 3.4 
24.6 0.92 2.1 22.7 1.07 1.4 22.4 1.50 1.8 
5.7 0.88 1.6 5.3 0.84 1.1 1.4 0.76 3.7 
9.0 0.28 1.8 3.1 0.59 1.1 6.2 0.47 3.1 
24.4 |B 7 3.1 16.8 1.39 0.8 17.4 1.10 11 
35.6 1.29 1.6 16.1 1.61 1.5 16.8 1.41 2.4 
40.2 2.21 | 22.9 1.07 2.4 20.5 1.025 1.7 
18.7 0.63 1.8 21.9 1.29 1.9 24.2 1.70 1.8 
13.2 0.65 0.9 10.2 1.43 0.9 12.4 1.07 1.6 
11.2 0.72 2.0 11.0 0.91 3.9 12.2 0.72 3.2 
13.9 0.35 2.7 13.8 1.11 3.4 14.5 1.33 2.0 
46.6 0.88 3.7 26.3 0.80 1.4 26.4 1.50. 1.3 
8.3 0.79 2.2 7.2 0.68 2.9 8.6 0.90 4.2 
2.7 0.32 3.2 — — — — — 
5.5 0.90 3.5 a — — — — —_ 
6.7 0.56 2.5 oe — — — — — 
—- — _ 21.4 1.73 1.3 9.3 1.08 5.4 
5.1 0.62 3.0 3.9 0.43 1.3 8.4 0.90 6.4 
6.4 0.60 3.0 4.6 0.71 1.3 8.3 0.84 6.4 
12.3 0.83 3.2 —- — — — _— _— 
7.8 0.39 3.2 — — — — — — 
2.7 0.76 1.8 — — — —_— —- 
3.0 0.44 1.8 — —_ — — —_ -- 





























Table 2. Data on P*2 incorporation during microsporogenesis and pollen development 
from inflorescences grown 50 hours in P** solution. 





number of 


Average silver grains o 
cylindrical plugs (circular area of 78.5 sq. eee) 
of nuclei and cytoplasm in autoradio- 


























Bud graphs prepared following Feulgen 
Stage of development length hydrolysis (10 min) 
Over 
Over Back- 

sid nuclei| *- =- be ae S. E. ground 
Mid-microspore. ....-...- 38 5.4 | 0.506 5.4 | 0.348 | 49 
Late microspore ....... 52 | 56.1 | 4.31 20.5 | 1.77 7.2 
Early pollen (tube nucleus) . 65 | 28.4 | 2.17 7.2 | 1.108 | 3.6 
Early pollen (generative nucleus) 65 | 16.7 | 1.83 7.2 | 1.108 | 3.6 
Early pollen (tube nucleus). . . | 80 4.1 | 0.538 3.3 | 0.329 | 3.2 
Early pollen (generative nucleus) 80 3.9 | 0.446 3.3 | 0.329 | 3.2 


phorus-containing fractions have been characterized on the basis of 
their solubility in the various reagents. Buds which contained micro- 
sporocytes at pachytene or earlier were used, since microsporocytes at 
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later stages separate and often fail to adhere to the slides during long 
periods of enzyme digestion or acid hydrolysis. Samples of material 
at different stages varied a few percent in the proportions of P® in 
each fraction, but on the whole the ratios were rather constant for 


periods of rapid uptake and for periods of slow uptake. 
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Fig. 1. Extraction of P** during fixation and preparation of tissues for autoradiographs 
(Geiger counts). 


Figure 1 shows data typical of anthers from 18.2-18.5 mm. buds. 
Points on the graph represent averages of data from 3-10 samples of 
material. Carnoy’s fixative extracts nearly half of the total P**; this 
fraction must include a large part of the phospholipids since the lipid 
solvents which were used later extracted less than 5%. FAA extracts 
nearly 60% of the total P*, but leaves much of the phospholipid, ‘as 
shown by the subsequent removal of 15% of the total P® by lipid 
solvents. Of the P** remaining after acetic-alcohol fixation and lipid 
extraction nearly 50% is removed in passage through the lower alcohols 
and water: this fraction should consist of water soluble phosphates of 
low molecular weight. Since FAA fixation extracts a large part of this 
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water soluble fraction, the loss of P®? from FAA fixed material is com- 
paratively small in the lower alcohols and water. Cold TCA extraction 
of acetic-alcohol fixed material removes about one-fourth of the re- 
maining P*?; mononucleotides and oligonucleotides, if present, should 
be extracted with cold TCA. The P*? remaining after these extractions 
should be largely nucleic acid phosphorus. HCl hydrolysis followed by 
hot TCA hydrolysis (15 min.) removes from 12-16% of the total P%, 
but this fraction varies depending on the stage, as will be seen later. 
The residue following hot TCA hydrolysis is less then 3% of the total 
P®2, and must be incorporated into phosphoproteins, which are resistant 
to TCA hydrolysis. 


C. Hydrolysis of nucleic acids with HCl and nucleases. 


An attempt has been made to characterize the phosphorus compounds 
remaining in the tissue sections following treatment in cold TCA. Since 
this fraction would be expected to be exclusively nucleic acids and 
proteins, acid hydrolyses and digestions by the specific nucleases have 
been employed. In particular, an attempt has been made to explain 
the differences between acid hydrolyses and nuclease digestion, since 
the autoradiographic determination of DNA P*® by acid hydrolysis 
was always smaller, by 20-85%, than that determined by enzyme 
digestion. 

The loss of nucleic acid phosphorus during hydrolysis in N HCl at 
60° ©. is shown for anthers fixed in Carnoy’s fluid and FAA (Fig. 2). 
Anthers were from buds 13.5—18.5 mm. long in which the tapetal nuclei 
are active in DNA synthesis (see Fig. 10). However, the data on hydro- 
lysis curves for Feulgen staining mentioned below were collected from 
sporogenous cells in 10 mm. buds when no DNA synthesis is occurring. 
Five series of replicate slides from Carnoy fixed tissues and 8 series 
from FAA fixed tissues prepared as indicated previously were used to 
obtain the data shown. Means are shown in the graph with their standard 
errors. The P®? remaining after cold TCA treatment was determined 
by Geiger counts, and after the appropriate pericd of hydrolysis in 
HCl, another count was taken. Each slide was then hydrolyzed 15 mi- 
nutes in TCA at 90°C. and'a third count was taken. Nucleic acid P* 
remaining after each HCl hydrolysis was calculated as percent of total 
nucleic acid P*?, i.e., the sum of the P®? removed by HCl and TCA 
hydrolyses. 

Nucleic acid P** is released rapidly during the first 2 minutes of 
hydrolysis from tissues fixed in either Carnoy or FAA. Since baso- 
philic material rapidly disappears from cytoplasm and nucleolus, this 
P must represent RNA P®. Staining with azure B showed that 
4-6 minutes hydrolysis of acetic-alcohol fixed tissues releases all of 
35* 
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the basophilia of cytoplasm and nucleolus. Therefore, the nucleic 
acid P®? lost after 6 minutes must be released from the chromatin. 
Two observations indicate this to be DNA P*: (1) the hydrolysis curve 
for Feulgen staining has its peak between 6 and 8 minutes; and (2) the 
autoradiographs show that 10 minutes hydrolysis in HCl releases 20 to 
85% of the P® which is resistant to RNase, but readily released by 
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Fig. 2. Extraction of nucleic acid P** from tissue sections on slides during HCl hydrolysis 
(Geiger counts). 


DNase. Yet, it is difficult to determine the degree to which quanti- 
tative separation of RNA and DNA can be achieved with HCl hydro- 
lysis. Although the RNA of cytoplasm and nucleolus is removed in 
6 minutes, some DNA or a DNase digestable precursor may be released 
during the same period. 

After FAA fixation DNA is more resistant to HCl hydrolysis. The 
hydrolysis curve for Feulgen staining has its peak at 10 minutes. 
Eight minutes hydrolysis is required to remove all basophilic material 
from cytoplasm and nucleolus. Since a plateau in the curve showing 
loss of nucleic acid P%? (Fig. 2) occurs between 8 and 10 minutes hydro- 
lysis, it appears that quantitative separation of RNA and DNA may 
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be more nearly achieved following FAA fixation than after Carnoy. 
Certainly the loss of DNA is slower from FAA fixed tissues than from 
those fixed with Carnoy. However, one can not be certain that some 
DNA is not lost during the first 8 minutes of hydrolysis and that all 
chromosomal RNA is removed within this time. Another disadvantage 
of FAA fixed material is the failure of DNase to act effectively after a 
fixative containing formalin. 
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Fig. 3. Loss of nucleic acid P** from tissue sections on slides during enzyme digestion 
(Geiger counts). 


The data shown in Fig. 3 were collected from 6 replicate slides of 
acetic-alcohol fixed tissue (2 for each treatment). Counts were made at 
hourly intervals during incubation in ribonuclease (RNase), desoxy- 
ribonuclease (DNase) or in gelatin solution without the enzymes. RNase 
releases nucleic acid P** rapidly during the first hour, but levels off 
during the second hour, indicating that removal of the digestable 
portion is complete in less then 2 hours. The release of P*? by DNase 
is perhaps slower, but in 2 hours enough P* has been lost to account 
for the DNA P® (amount of P® remaining after RNase digestion) 
plus the expected loss in a control solution. Therefore, the P* lost in 
the second 2 hours of DNase digestion should be RNA P*®, which is 
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also lost at about the same rate in the gelatin solution. The shape of 
the curve for loss of nucleic acid P*? in RNase indicates that the RNase 
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Fig. 4. Release of P** from tissue sections on slides during various combinations of cnzyme 
and acid hydrolyses (Geiger counts). 


solution is free of DNase activity. Further evidence for the purity of 
the RNase is that digestion of sections did not reduce the Feulgen stain. 

In an attempt to further characterize the two fractions of nucleic 
acid released by HCl hydrolysis (before and after 6 minutes) comparisons 
were made using series of replicate slides of acetic-alcohol fixed tissue 
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sections for Geiger counts after various combinations of enzyme and 
acid hydrolyses (Fig. 4). The percentages given are averages of data 
from 3-5 series of replicate slides. Since the ratios of RNA P®? to DNA P#2 
varied in the different series, standard errors of the means do not give a 
measure of the variability within the series. However, one may assume 
that the variation is comparable to that for data given in Figs. 2 and 3 
where the ratios of RNA P®? to DNA P%? were nearly the same in the 
different series. The top 6 bars in Fig. 4 represents data from 6 replicate 
slides (1 for each treatment), and therefore may be compared quantita- 
tively. The 2 bars third and fourth from the bottom are also replicates. 
The other slides are all from different series. 

Hydrolysis in N HCl for 6 minutes releases more P*? than digestion 
in RNase; this is seen in the first 2 bars. Likewise the second bar from 
the bottom of the graph shows that RNase leaves in the tissue a frac- 
tion of P32 released by 6 minutes Feulgen hydrolysis. Ii this fraction 
is nucleic acid it most likely is RNA which is resistant to RNase. Auto- 
radiographic data (Sect. II) also reveals a similar fraction. The 6 to 
8% of P® released by hot TCA following hydrolysis by both enzymes 
must contain this same RNA fraction. If it contains only RNA, it 
follows that DNase releases all of the DNA P*2. Furthermore, the 
total amount of nucleic acid removed is not dependent on the order in 
which the enzymes are used. However, RNA cannot be quantitatively 
determined following DNase digestion, since an unpredictable frac- 
tion of RNA is leached out of the tissue during digestion. Use of the 
enzymes in the reverse order, RNase and then DNase, would be preferred. 

Although DNA does not appear to be lost from fixed tissues during 
RNase hydrolysis or incubation in control solutions, a fraction of DNA P** 
is lost during incubation in the control following a short Feulgen hydro- 
lysis (4 minutes or longer). Furthermore, either RNase or DNase have 
about the same activity on the DNA, after HCl hydrolysis, but neither 
enzyme will then remove all of the hot TCA soluble P*? in 2 hours (Fig. 4). 


II. Autoradiographic data on incorporation of P*? 
into nucleic acids and proteins of individual nuclei. 
A. Growth and development of the lily anther. 

The lily anther grows from 5-6 mm. in length at premeiotic inter- 
phase to nearly 30 mm. by maturity, while the bud grows from 10-12mm. 
to about 160 mm. during the same period. The period required for this 
growth varies with the environment but under greenhouse conditions 
(temperature fluctuating between 65° and 85°F.) is completed in 
40-45 days. Under controlled conditions (constant temperature of 
75+1°F., relative humidity of 50% and light at 700 foot candles at 
bench level for 12 hours per day) the same growth and development 
35b 
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occurs in 25-26 days. Regardless of the growth rate there is a remarkably 
constant correlation between stage of development and bud length 
(Erickson 1948). The logarithm of bud length increases in proportion 
to time during development. Therefore, in reporting the data (Fig. 5) 
on incorporation of P* the time scale is plotted as days and as logarithm 
of bud length for plants growing in the greenhouse!. Since buds were 
grown at 23+ 1°C. for incorporation of P** the 28 hour period is equi- 
valent to about 2 days growth on the plotted time scale. However, 
the P%? does not reach the buds in appreciable concentrations during 
the first quarter of this period. 

The lily anther has four locules of microsporocytes, each locule 
containing 5-6000 cells. These cells proceed through development from 
the late premeiotic stages to mature pollen with a high degree of syn- 
chrony. The unsynchronized mitoses that produce the sporogenous 
cells cease 3 or 4 days before leptotene and cells enter meiotic stages 
synchronously, all four locules being at nearly the same stage. However, 
the cells at the tip of a locule are 8-16 hours in advance of those at the 
base with a gradual transition along the intercalary portion. The degree 
of synchrony is decreased with time so that mitotic metaphase in the 
microspores is much less synchronized than metaphaseI in meiosis. 
The tapetal nuclei likewise exhibit a high degree of synchrony in divi- 
sion. Divisions cease at the same time as those in the sporogenous 
tissue preceding the initiation of meiotic prophase. At this time there 
are 13-14,000 tapetal cells in each locule. The nuclei divide synchro- 
nously, beginning near the tip and proceeding toward the base, without 
the accompanying cytokinesis, when the microsporocytes are in early 
pachytene. A second mitosis occurs while the microsporocytes are in 
late pachytene or early diplotene, but the synchronous order is not 
as well preserved as in the first mitosis. 

Meiotic prophase is initiated when buds are about 12 mm. long. 
Metaphase I is usually found in the tip of anthers from 23 mm. buds with 
diakinesis and late diplotene occurring in cells toward the base. Meiotic 
prophase lasts about 13 days in the greenhouse and about 7 days at 
23°C. Microspore interphase lasts 15-16 days under the greenhouse 
conditions and microspore mitosis usually occurs when buds are 56 to 
58 mm. long. By recording stages of development in large numbers of 
buds of known length, it is possible to predict with considerable accuracy 
the stage at any bud length. Of course, there are occasional small 
deviations and cytologically determined stage of the sporogenous tissue 
is given preference over bud length in plotting data (Fig. 5). 

1 This material on growth is summarized from unpublished data collected by 
the senior author and Dr. Ray Noaeiz while working at the Biology Division, 
Oak Ridge National Laboratory. 
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B. Autoradiographs. 


Examination of autoradiographs of squash preparations (prepared 
as previously described, TayLor 1953) made at stages from pre-meiosis 
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to mature pollen revealed three short periods of rapid incorporation 
of P® into the nuclear fractions remaining after Feulgen hydrolysis 
(10 minutes). _These stages are (1) sporogenous nuclei in the period 
preceding leptotene, (2) microspore nuclei near the end of the long inter- 
phase before microspore mitosis and (3) both generative and vegetative 
nuclei of the pollen grain during the early part of interphase. Since a 
slow incorporation occurs at other stages and since phosphoproteins as 
well as DNA would be expected to contribute to the production of 
autoradiographs following Feulgen hydrolysis, a series of autoradio- 
graphs were prepared for quantitative studies of anthers at representative 
stages from 2 days preceding the initiation of meiosis to mature pollen. 
Thirty-four buds were from inflorescences grown 28 hours in solutions 
containing 40 uc of P®? per ml. The data from some of these buds are 
presented in Tables] and 2 (p.494) and Fig.5. Examples of the 
autoradiographs were photographed and are shown in Fig. 6. Some 
additional data are presented (in Table 3, p. 506) from material grown 
50 hours in solutions containing 20 ue of P** per ml. 

The data show the mean number of silver grains produced over a 
circular area of 78.5 sq.microns. For some slides the film was exposed 
14 days; for others, the exposure was for 7 days before development. 
In plotting the data in Fig. 5 corrections were made for exposure time. 
From each slide, representing a different treatment of similar cells, 
10 nuclei were selected at random from the central portion of the locule 
of several sections in order to reduce errors due to scatter from tapetum 
and to randomize any variations due to possible differences in section 
thickness. 

The number of grains per unit area is proportional to the concentra- 
tion of P*? in the nuclei, since the response of the film to £ particles 
over the range of activity used is nearly linear (unpublished data). For 
any one stage of development, where nuclei are identical, determinations 
of the mean number of grains per unit area after the various extraction 
procedures yields quantitative determinations of the relative amounts 
of P®? in various compounds in the nuclei, and of the relative rates of 
incorporation of P% into these fractions. Interpretation of grain counts 
at different stages, in terms of amounts and rates, however, must take 
into account not only variations in nuclear volumes as the cause of 
possible variations in concentration, but also certain other variables 
which are more difficult to evaluate. For example, the amount of P® 
incorporated into DNA, per unit volume, in the late microspore and 
early pollen nuclei is less than one-half the amount incorporated during 
ihe saiue period of time at preleptotene. The ratio of increase in amounts 


_v 


of DNA in the two types of nuclei is one to two, while the ratio of the 
nuclear volumes is about one to three. It would be expected, therefore, 
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Fig. 6a—d. Photographs of autoradiographs of sporogenous and tapetal nuclei. a, b Auto- 

radiograph of two preleptotene, Feulgen stained nuclei with a tapetal nucleus in the upper 

left, a focal level of nuclei and b focal level of the emulsion. c,d Autoradiograph of un- 

stained tapetal nucleus (above) and microsporocyte nucleus at zygotene after digestion 

in RNase, c focal level of nuclei (phase microscope) and d focal level of emulsion. 
Magnification a, b 1350 x, c,d 1080 x. 


that the grain count per unit area should be higher in the microspore 
and pollen nuclei than in the preleptotene nuclei. The finding of just 
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Table 3. Incorporation of P®* into tapetal nuclei from 
Average number of 
































Counts 
per mg 
Stage of development Bud length weight RNase digestion 
clthess Over S.E Back- 
mm. nuclei - “ | ground 
Pro-meeees 11.5 5160 — — —- 
Late leptotene ........ 14.0 1060 5.2 | 0.81 1.0 
(lower end) 
Early zygotene ......... . 1060 44.8) 1.69 | 2.1 
(upper end) 
Late zygotene ........ 15.0 2200 53.1 | 2.978 | 2.8 
Early pachytene ....... 16.0 1240 60.1 | 1.073 | 3.0 
Early pachytene ....... 16.5 2310 — — -- 
Mid-pachytene ........ 18.5 2400 14.5 | 0.953 | 1.6 
Late pachytene. ....... 20.3 2800 26.6 | 2.715 | 2.5 
(lower end) 
Late pachytene. ....... 20.3 2800 | 116.0/ 6.212] 2.5 
(middle) 
Early diplotene. ....... 20.3 2800 20.4 | 1.15 2.5 
(upper end) 
WEMWENOU Do 3 ook soo ye 24.0 4330 | 102.0] 1.854] 5.9 
(upper end) 
Tetrads of microspores ... . 25.0 2180 34.3 | 0.211} 2.4 
*Early microspores ...... 31.0 4420 10.8 | 0.563 | 1.9 
*Mid-microspores ...... . 40.0 2146 27.7 | 1.339 | 2.5 


* Slides exposed 14 days; all others exposed 7 days. 


the reverse situation can not be ascribed necessarily to differences in 
the amount of P* incorporated per unit of DNA synthesized, because 
it is possible that synthesis did not extend through the entire period 
of exposure to the isotope in some experiments, that the rates of syn- 
thesis are different at different stages, or that the times required for 
transport of the P*? to the sites of synthesis differ. In this particular 
case, there seems to be a difference in the rates of synthesis. The photo- 
metric measurements of amounts of DNA showed that synthesis in the 
late microspore, for example, requires about 5 days, while the synthesis 
during preleptotene is completed in about one-half that time. 

The data for incorporation of P®? into DNA, when defined as the 
difference between the number of silver grains produced above nuclei 
after Feulgen hydrolysis (10 minutes) and after hot TCA hydrolysis, 
agree with the qualitative impression gained from the examination of 
squash preparations mentioned above. Incorporation is found at only 
three stages. Likewise, when DNA P* is defined as the difference be- 
tween the number of silver grains produced after RNase digestion and 
after RNase plus DNase digestion, the same result is obtained. 
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inflorescences grown 28 hours in a solution of P**. 





silver grains over cylindrical plugs (circular area of 78.5 sq. «) of nuclei in auto- 
radiographs prepared following various treatments 


RNase and DNase Feulgen hydrolysis Hot TCA hydrol 
digestion 10 min 30 min il 








Over S.E Back- Over S.E Back- Over S.E Back- 
nuclei mre ground ; nuclei or ground | nuclei 7 | ground 





- —- 15.0 1.696 2.0 16.7 1.816 | 3.4 
6.0 | 0.949 1.6 4.5 | 0.864 1.1 5.5 | 0.573 {| 3.7 


8.7 | 0.349 1.8 16.7 1.389 1.7 11.1 1.301 1.8 
16.0 | 1.361 3.1 43.9 2.835 0.8 15.1 1.291 1.1 
14.7 | 0.447 2.9 39.0 1.17 2.4 17.9 1.17 3.0 
52.1 | 3.826 3.1 30.6 | 2.111 2.4 23.7 1.677 | 1.7 
14,1 | 0.639 0.9 15.4 1.457 0.9 13.3 1.17 1.6 
14.4 | 1.633 2.0 15.6 | 2.142 3.9 14.8 | 0.87 3.3 
15.1 | 0.538 2.0 42.8 | 2.446 3.9 16.4 1.067 | 3.3 
14.4 | 0.879 2.0 13.3 | 0.623 3.9 13.7 | 0.899 | 3.3 

100.3 | 2.011 3.7 27.2 | 0.722 1.4 28.0 | 2.041 1.3 
33.9 | 1.778 2.2 32.7 | 2.013 2.9 34.1 2.304 | 4.2 


9.9 | 1.098 3.2 9.6 1.092 2.5 9.2 | 0.861 | 2.9 
26.7 | 1.538 3.5 18.6 1.354 2.6 17.5 1.579 | 2.0 





























A noticeable difference between the two methods is that acid hydro- 
lyses indicate 20-85% less DNA P** than the enzyme hydrolyses. A 
difference between the two methods may be explained by the removal 
of part of the DNA during the 10 minutes HCl hydrolysis. This removal 
of DNA is suggested by the data in the graph showing amount of nucleic 
acid P%2 removed after various periods of hydrolysis (Fig. 2) and by 
the occurrence of the peak of the Feulgen hydrolysis curve between 
6 and 8 minutes. However, neither of these observations give a clue 
to the variations at different stages in the ratio of DNA P*® estimated 
by the two methods. 

An explanation for the variations at different stages is suggested by 
a consideration of the data for tapetal nuclei during the synthesis 
preceding the first mitosis (Fig. 5). The data may be interpreted to 
indicate that the DNA in different stages of synthesis has different 
labilities to acid hydrolysis. In the tapetal nuclei which incorporate P* 
into DNA while the microsporocytes are in zygotene, 85% of the DNA 
is lost in the early stages of synthesis, but in the next two buds, the 
nuclei lose only 20% and 50%, respectively. The nuclei that lost only 
20% of the P*? were actually nearer prophase than those that lost 50%, 
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in spite of the fact that the bud lengths and stage of the sporogenous 
tissue would indicate otherwise. The nuclei that lost 50% of the P® 
were from the middle of a locule that had divisions at the tip, while 
those that lost 20% were interphases selected from a level in the locule 
where part of the nuclei had already entered prophase. Differences in 
degree of lability of DNA at the beginning of synthesis is not evident 
from the data on sporogenous tissue at preleptotene either because it 
does not exist or because insufficient stages have been examined. A 
difference appears at the stage just prior to leptotene but this is the 
end of synthesis when RNA is incorporating P** and the total amount 
of P*? in the nuclei is so low that the difference in the grain counts may 
not be significant. 

Another difference revealed by the two methods of extracting 
nucleic acid, is the lower residual fraction frequently left by acid hydro- 
lysis compared to enzyme hydrolysis (Fig. 5). As mentioned previously, 
the differences appear to be due to an enzyme-resistant RNA, for the 
largest discrepancies appear when RNA incorporation of P*? is highest. 
The times when the differences do not appear are the periods of DNA 
synthesis. At these periods no appreciable incorporation of P** into 
RNA occurs. Although quantitative determinations of RNA P® are 
not reported here, it is noteworthy that incorporation is extremely 
low or absent during the peaks of DNA syntheses and during stages 
in the cell cycle when the chromosome are highly condensed, i.e., late 
prophase, metaphase and anaphase. The period of fastest incorporation 
of P®? into RNA of nuclei preparing to divide appears to be the interval 
between the cessation of DNA synthesis and the beginning of pro- 
phase. 

The residual fraction determined by either method is detectable at 
all stages, but the peaks appear to coincide with the periods of highest 
incorporation in either DNA or RNA. Most of the residue, at least 
that remaining after acid hydrolysis, must be phosphoprotein P®*. The 
only intracellular difference in distribution noted was a localization of 
the highest concentration in the nucleolus of the microsporocytes. 
These are the only nuclei with large nucleoli which permit resolution 
' at the intracellular level. 


III. Amounts of DNA in nuclei during anther development. 

The mean amounts of DNA per nucleus for sporogenous tissue 
at stages from pre-meiosis to the end of the second meiotic division 
are given in Table 4. Means are given with their standard errors and 
the number of nuclei measured in each sample {N). The factors relating 
each mean to the amount which is associated with one chromatid set 
(the 1C amount) are given in the column “DNA Class”’. 
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Table 4. Mean amounts of DNA, in arbitrary units, in sporogenous nuclei. 




















Bud le: DNA amount 

Stage a a DNA class N 
Premeiosis. ........ 7.0 46.8 + 2.7 24C 20 
Premeiosis. ........ 9.0 31.0+ 0.6 2C 30 
Premeiosis. ........ 9.5 29.6 + 1.7 2C 20 
Premeiosis. ........ 10.0 31.9+0.9 2C 20 
Preleptotene ....... 12.0 46.5+ 1.4 2-4C 36 

Preleptotene 10.5 
loculesaandb...... 50.4+0.9 24C 21 
loculesecandd ..... 59.8+0.9 4C 24 
Ue aS Sia eee es) 12.5 — 63.0 + 1.4 4C 25 
VS RES RG Ree | > 15.0 63.2 + 1.5 4C 30 
Pachytene ........ 20.5 62.9+ 2.0 4C 20 
Dillometies.:... <2 See. 20.5 60.9 + 2.4 4C 7 
Interkinesis ........ 24.0 32.8+ 0.8 2C 20 
Microspore ........ 28.0 15.9+0.4 1C 20 


In early premeiosis a decrease in the mean amount of DNA per 
nucleus occurs: in the earliest bud which was measured the mean was 
intermediate between 2C and 4C, while in later premeiosis all nuclei 
fell into the 2C class. Two classes of nuclei were found in the 7 mm. bud, 
as seen in Fig. 7, the first with a mean slightly above the 2C value, 
and the second with a mean of 60.6, which is 4C. The occurrence of 
the 2C amount in all interphase nuclei, along with a high frequency 
of mitotic stages in the 9 mm. bud suggests that the early premeiotic 
nuclei with intermediate amounts must increase to the 4C value and 
enter mitosis. The decrease in mean reflects the occurrence of mitoses 
and the abrupt cessation of DNA synthesis. Whereas in early premeiosis 
all interphase nuclei are increasing, or have increased, to the 4C amount 
prior to mitosis, in the nuclei which result from these mitoses no in- 
crease occurs until the period prior to leptotene, which is referred to as 
preleptotene. 

During preleptotene, while the buds grow from about 10.5-12 mm., 
the DNA content per nucleus again increases. At this stage, in contrast 
to early premeiosis, all the nuclei which were measured within one 
locule had nearly the same amount of DNA, indicating a rather syn- 
chronous increase. Nuclei in different locules of the 10.5 mm. bud were 
at different stages of doubling. In two locules, c and d, the nuclei had 
the 4C value (60.6 and 59.2 respectively), while nuclei in the other two 
locules, a and b, had means of 49.9 and 50.6. The two classes of nuclei 
found in this bud are shown in the frequency distributions in Fig. 7. 

After the synthesis during preleptotene no change occurs until the 
meiotic divisions. Leptotene, zygotene, pachytene, and early diplotene 
nuclei all have the same DNA content, the 4C value. Each meiotic 
division reduces the amount per nucleus by half. Nuclei resulting from 
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the first division are 2C, while the microspores produced by the second 
division are 1C. , 

The data on microspore and early pollen stages are shown in Table 5 
and in Fig. 8, along with the data already discussed. In Fig. 8, a bud 
length of 6mm. was arbitrarily chosen as 0 time. The mean amount 
of DNA found in meiotic nuclei, +3 times the standard deviation, has 
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Fig. 7a—-d. Frequency distributions of DNA amounts in individual nuclei. a Comparison 

of premeiotic nuclei from 7 mm. and 9 mm. buds (in plotting the frequency distribution for 

the 7 mm. bud, all frequencies were doubled in order to facilitate comparison with the 

9 mm. bud), b comparison of sporogenous nuclei of 10 mm. and 10.5 mm. buds, c comparison 

of nuclei containing 1C, 2C and 4C amounts of DNA, d comparison of mid-microspore and 
late microspore nuclei. 


been shown on the right ordinate as 4C; the values for 2C and 1C were 
calculated from the 4C values. 

The microspore interphase lasts about 15 days; until the last few 
days of this period the nuclei contain the 1C amount of DNA. A few 
days before microspore mitosis the amount per nucleus begins to in- 
crease, slowly at first (as shown by the slight increases in the 45 through 
48.5 mm. buds), and then more rapidly to the 2C value. After mitosis 
both the generative and the tube nuclei fall in the 1C class. An in- 
crease in amount occurs in the generative nucleus, as seen in the 73 mm. 
bud. The mean content per nucleus is less than 2C, but the frequency 
distribution of these nuclei (not included here) shows that about half 
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of the nuclei are included in a peak around the 2C value, ie., have 
doubled in amount, while the other nuclei have amounts intermediate 
between 1C and 2C. Presumably all nuclei would soon have increased 
to the 2C level. 

In summary then, during the development of the sporogenous nuclei 
from late premeiotic stages to mature pollen, there are only three 
periods when an increase in the amount of DNA per nucleus occurs: 








































(1) during preleptotene, (2) shortly before microspore mitosis, and 
(3) shortly after microspore mitosis in the generative nucleus. No other 
70 
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Fig. 8. Mean amounts of DNA per nucleus at various stages of development 
in microsporogenesis. 





changes in nuclear DNA content were observed except the reductions 
which occur at each nuclear division. These three periods are the same 
as those in which incorporation of P® into the DNA was detected 








(Fig. 8). 
Table 5. Mean amount of DNA, in arbitrary units, in nuclet of microspores and 
pollen grains. 

Nuclear type yt lee DNA amount |DNA class) N 
Microspore ........ 28.0 15.9+0.4 1C 20 
Microspore ........ 39.5 15.2+0.6 1C 15 
PER os ics et 45.0 17.0+0.5 1C 20 
Microspore ........ 48.0 18.2+ 0.4 1-2C 20 
Microspore ........ 48.5 17.3 +0.4 1-2C 20 
Microspore ........ 52.0 23.8+ 1.1 1-2C 20 
Microspore ........ 52.5 20.2 + 0.9 1-2C 20 
Microspore ........ 55.0 29.6 + 0.7 2C 40 
Pollen (tube nucleus) . . . . 61.0 14.9+ 0.7 1C ll 
Pollen (generative nucleus) . 61.0 15.0+0.4 1C 20 
Pollen (generative nucleus) . 73.0 25.8 +1.0 1-2C 15 
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The amounts of DNA in tapetal nuclei were determined at close 
intervals during the period in which the sporogenous nuclei develop 
from late premeiosis to early diplotene. These data, with some data 
from two older buds, are shown in Table 6. 

In the 10 mm. through the 14 mm. buds, all tapetal nuclei fall in 
the 2C class. Doubling to the 4C value occurs prior to the 16 mm. 
stage, and in the 17 mm. bud this amount is unchanged. Mitoses occur 
during the growth from 17-19mm., and as would be expected, the 
nuclei of the 19 mm. bud are reduced to the 2C amount again. Apparently 
the DNA content of these nuclei increases very rapidly after division, 
for the 4C amount was found in nuclei of the 20.5 mm. bud. The second 
mitotic division occurs almost immediately; some mitoses were seen 
in the 20.5mm. bud. Another increase may occur after the second 
mitoses, for 4C nuclei were present in the 24mm. bud. No mitoses 
were seen in the tapetum of buds 24 mm. or longer, and the majority 
of the nuclei of the 28 mm. bud still have the 4C amount, indicating 
that no further changes in DNA content occurred. It is possible that 
nuclear fusion, rather than DNA synthesis, is responsible for the tapetal 
nuclei with the 4C, or higher, amounts after the last mitosis. Counts 
of number of nuclei per cell are difficult; however, cells were found 
which obviously had less than the expected four nuclei, while many 
of the cells seemed to have only two. 

In the bar graph (Fig. 9), the mean amounts of DNA per nucleus 
found in tapetal nuclei from bud lengths of 10 mm. through 20.5 mm. 
- are plotted versus days of development. The times at which P® in- 
corporation into DNA occurs are indicated along the abscissa. In the 


Table 6. Mean amounts of DNA, in arbitrary units, in tapetal nuclet. 




















Bud an ee prey N Stage of microsporocytes 
10.0 32.8+1.2 2C 10 Premeiotic 
12.0 32.0 + 1.8 2C 9 Preleptotene 
12.5 32.0+ 1.3 2C 10 Leptotene 
14.0 32.0+1.1 2C 10 Zygotene 
16.0 66.2 + 1.6 4C 25 Late zygotene 
62.9+3.5 4C 19 
17.0 { ot 20 i | Late zygotene 
19.0 31.3+0.7 2C | 21 Pachytene 
20.5 59.0+ 1.4 4C 20 Late pachytene, early diplotene 
63.2 + 3.7 4C 8 oe 
24.0 { 30.6 2c 2 Interkinesis 
64.04 2.4 4C 17 
28.0 32.0 2C 2 Early microspore 
105.0 8C 1 





a 
2 











513 





Studies of desoxyribose nucleic acid in Lilium. 


tapetum, as in the sporogenous tissue, increases in amount of DNA 
were found whenever incorporation of P®? into DNA occurred. 

Ten nuclei from the wall of an anther from a 10 mm. bud were also 
measured, and fell into the 2C class, with a mean of 32.2+-2.0. It is 
probable that other classes are also present in the wall, for many nuclei 
were seen which had such high extinction that no attempt was made 
to measure them. 
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Fig. 9. Mean amounts of DNA per nucleus in tapetal cells. 


Diseussion. 

I. Interpretation of autoradiographic data. 

The results presented here show a very close correlation between 
the time of incorporation of phosphorus into DNA and its increase in 
amount per nucleus. This correlation had been predicted by prior work, 
but a clear demonstration of the simultaneous occurrence of the two 
events in cells at identical stages in the cell cycle was lacking. Since 
the original work of Hevesy and Orrrsen (1943) and Bruzs et al. 
(1944) several biochemical studies have shown that incorporation of 
P® into DNA occurs at a high rate in tissues where mitoses are frequent. 
Most of these studies have also shown a low rate of turnover of the DNA 
phosphorus of non-dividing tissues where there was no increase in the 
amount of DNA. On the basis of these data DNA has been considered 
a remarkably stable substance, at least with respect to the turnover 
of its phosphorus. Recently, however, two groups of investigators 
(STEVENS et al. 1953 and Barnum et al. 1953) have concluded that the 
pre-existing DNA enters into metabolic reactions during periods of 
synthesis of DNA so that its phosphorus equilibrates with that of labeled 
precursors. This conclusion is based on the finding that the rate of P® 
36* 
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incorporation is about two times that expected from the rate of increase 
of DNA. Our data do not yield information on this point. However, 
the turnover of pre-existing DNA should be verified at the level of the 
individual cell if possible, for the biochemical data are open to different 
interpretations, and the conclusion remains a tentative one. 

LEBLOND et al. (1948) showed by means of autoradiographs that 
DNA (phosphorus remaining in tissue sections after ribonuclease diges- 
tion) was labeled with P*? in tissues where cell divisions were numerous. 
Howarp and Petc (1951) using bean root tip cells demonstrated that 
DNA (phosphorus remaining after 10 minutes Feulgen hydrolysis of 
Carnoy-fixed tissue) was labeled with P* in only a fraction of the nuclei 
after roots grew 6-12 hours in P® solution. Furthermore, only inter- 
phases were labeled, but after 24 hours growth in the isotope solution 
dividing nuclei were also labeled. Tayior (1953) performed similar 
experiments using T'radescantia and lily anthers where incorporation 
could be studied during meiosis as well as mitosis. In addition to Feulgen 
hydrolysis, perchloric acid extraction (OcuR and RosEn 1950) was used 
to separate RNA and DNA. Incorporation was shown to be restricted 
to interphase of sporogenous and tapetal nuclei, with perhaps an exten- 
sion into early leptotene in the case of T'radescantia. The correlation 
of the times of incorporation with the periods of increase of DNA 
determined microphotometrically in Tradescantia (Swirt 1950a) was 
pointed out. PLaut (1953) using a different species of lily, lower con- 
centrations of P®? and longer periods of growth in isotope solutions 
confirmed the autoradiographic results for meiosis and early micro- 
spore development in lily. These data, in addition to the present report 
and a similar study of T'radescantia (Moses and TaytLor 1953), justify 
the conclusion that significant incorporation of P®? into DNA may be 
used as a criterion of its synthesis and increase in net amount per nucleus. 

The quantitative separation of RNA, DNA and protein phosphorus 
presents a difficult problem in the detection of very low levels of turn- 
over. The autoradiographic technique when properly used will yield 
quantitative data, but these data can be of little use unless the frac- 
tions producing the autoradiograph can be adequately identified. In 
the first studies the activity of the P** of phosphoproteins was considered 
too low to affect the qualitative scoring of autoradiographs. However, 
the present data emphasize the importance of this fraction. During 
periods of DNA synthesis phosphoprotein P*? may contribute as much 
as one-half of the total P*? remaining after 10 minutes HCl hydrolysis. 
At other times, failure to recognize this fraction would result in the 
false impression that DNA incorporates P*? during periods when syn- 
thesis does not occur, for example, zygotene-early pachytene and 
diplotene- in microsporocytes. It is clear from the data that if any 
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incorporation of P* into DNA occurred except during synthesis, it 
must have been exceedingly low compared to incorporation into RNA 
and phosphoproteins. For example, the incorporation of P®? into RNA 
of tapetal nuclei during the late meiotic division stages was two or 
three times the amount shown in the residual fraction (Fig. 5); this is 
sufficient to produce well over 100 grains per 78.5 square microns. 
Yet, there was no detectable incorporation in DNA. The total incorpora- 
tion was lower at other stages and in other cells when DNA was not 
increasing, but there was at no time a significant difference between the 
number of grains after HCl hydrolysis and hot TCA hydrolysis. The 
number of grains after RNase compared to the number after RNase 
plus DNase was significantly different only during DNA synthesis or 
when RNase digestion was obviously incomplete. One group of slides, 
from which data were not reported, were subjected to an RNase solu- 
tion that had lost part of its activity. The residual P®? after both 
enzymes compared to that after hot TCA was much higher than ex- 
pected from other preparations and the DNase digestion caused the 
loss of a significant amount of P** from cells not synthesizing DNA. 
The loss of a part of the undigested RNA during DNase digestion 
would be predicted from our data (Fig. 3). However, when the RNase 
solutions are fully active, 2 hours digestion always removed enough 
RNA P® so that an additional 2 hours in DNase did not significantly 
reduce the grain counts, except when DNA synthesis was indicated. 

If the phosphoprotein fraction is taken into account, it is not likely 
to be confused with nucleic acid P**, but the interpretation of nucleic 
acid separation by enzymes compared to acid hydrolysis presents a 
real problem during the stages of DNA synthesis. During that part of 
interphase when tapetal cells (14mm. buds) first begin to take up 
significant amounts of P®? into the nucleic acids, the isotope is localized 
almost exclusively in the nuclei. This is the nuclear P** which is quite 
labile to HCl hydrolysis. As much as 85% is removed in 10 minutes. 
Yet, it is almost completely resistant to RNase. Digestion in DNase 
removes as much or more than hot TCA (30 minutes). . Therefore, an 
acid labile, RNase-resistant fraction is first built up in the nucleus. 
It might be considered DNA except for the fact that it is so very labile 
to a relatively short acid hydrolysis. Conversely, it could be considered 
RNA except for the fact that it is completely removed by DNase. 
Perhaps it represents a labile precursor of DNA. 

Whatever the nature of the labile nuclear fraction, it is clear that 
incorporation into cytoplasmic RNA is quite low or absent until the 
peak of DNA synthesis is past. Then during the interval before pro- 
phase, incorporation of P® into the RNase digestable fraction of both 
nuclei and cytoplasm reaches a peak. 
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II. Interpretation of quantitative changes in DNA. 

The only chemical analysis of amounts of DNA in Lilium which have 
been reported are those of OcurR et al. (1951) for late microsporocytes, 
microspores and pollen grains of L.longiflorum of the same clonal variety 
used in the present study. The contents of the anthers were removed 
and freed from tapetal nuclei and debris by flotation and differen- 
tial centrifugation. RNA and DNA were extracted with cold and hot 
perchlorid acid, respectively. The amounts of nucleic acid, determined 
by ultra violet absorption of the extracts, was calculated per micro- 
spore and per pollen grain for stages from early microspores to mature 
pollen. After plotting amount of DNA phosphorus per microspore or 
pollen grain against logarithm of bud length (time scale), they fitted 
a line to the points by the least squares method. The results show a 
doubling of DNA by a linear increase from early microspores to about 
prophase of microspore division (bud length of 56 mm.). Between this 
stage and the stage in a 63mm. bud the amount of DNA doubled 
again, and then increased linearly until at maturity the pollen grains 
contained nearly eight times the amount indicated for the early micro- 
spores. Since these changes can not be accounted for on the basis of 
microphotometric and autoradiographic data, the biochemical data 
(OcuR et al. 1951) were recalculated with periods of DNA synthesis 
assumed to occur where they are shown by our data. The average 
value for DNA phosphorus in microspores from buds 27.3-47.7 mm. 
is 7.3 uug per cell. During this period our data showed no increase in 
DNA; therefore, the value of 7.3 4ug per cell may be taken as the 1C 
amount. While the buds increase from about 48 to 75 mm., the DNA 
per nucleus is changing because of increases per nucleus and the divi- 
sion of each microspore nucleus. The microphotometric and autoradio- 
graphic data show that the increases are essentially complete before 
the buds reach 75 mm. in length. Therefore, if the values per cell for 
buds 74.2-184.4 mm. in length are averaged (omitting the values which 
they considered to deviate too much to be considered in their calcula- 
tions), we get a value of 31.1 zug of DNA phosphorus per pollen grain. 
This value does not vary significantly from the 4C amount. 

The occurrence of the 4C amount in the mature pollen grain would 
be expected if both the generative and the tube nucleus double in amount 
during pollen development. Although accurate microphotometric 
measurements of the tube riucleus could not be made, visual comparison 
of the two nuclei in the mature pollen grain gives the impression that 
the tube nucleus does not contain as much DNA as the 2C generative 
nucleus. Anyway, the discrepancies between our data and that of 
Ocour et al. are not as great as they appear before a close comparison 
is made. 
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Swirt and Rascu (Swirt 1953) have also reported microphoto- 
metric data on the generative and tube nuclei of the pollen of L. henryi. 
They found values of 38 and 17, respectively, for these two nuclei, as 

‘compared with an amount of 34 in tapetal nuclei. 

The analysis of DNA content of lily nuclei is completely in agree- 
ment with the theory that no variations occur in the mean amount 
of DNA per chromatid set, except for the increases which are found 
when the duplication of the total DNA of the nucleus is occurring. 
Similar findings have been reported for two other plants, Tradescantia 
(Swirrt 1950; Netson 1951; Pasrzets and Lison 1951; and Mosgs 
and Taytor 1953), and corn (Swirr 1950a). Two other studies of 
Tradescantia (SCHRADER and LEUCHTENBERGER 1949 and Bryan 1951) 
were not in complete agreement with the above: Mosgs (personal 
communication) compared for the same nuclei of Tradescantia the 
values which were obtained by measuring extinctions at 546 my with 
those obtained by the two wavelength method of OrnstzIn (1952) 
and Parau (1952). The values obtained by the two wavelength method 
all fall into C, 2C or 4C classes, except during periods of synthesis, 
but the values obtained by the other method did not fall into clear-cut 
classes. 

In the tissues of Liliwm which were studied, DNA synthesis is always 
limited to interphase. However, synthesis does not extend throughout 
the interphase period, and does not occur necessarily in the same part 
of interphase in different tissues or in the same tissue at different deve- 
lopmental stages. The doubling in the tapetal nuclei prior to the first 
mitosis, in the sporogenous nuclei prior to leptotene and in the micro- 
spore nuclei, all occur toward the end of interphase in a length of time 
that is short relative to the duration of interphase. Autoradiographs 
indicate that synthesis stops several hours before prophase, for after 
28 hours in isotope solution, cells at early leptotene or mitotic prophase 
and metaphase either contain no DNA P*, or, if any, much less than 
late interphases. The only exception is the autoradiographs produced 
by the prophases of the second tapetal mitosis where the whole inter- 
phase at the temperature used for the P*? experiments is probably less 
than 24 hours. The data of Howarp and Petc (1951) indicate a cessa- 
tion of DNA synthesis 6-8 hours prior to division stages in Vicia root 
tips. In the generative nuclei of lily pollen and in the tapetal nuclei 
after the first mitosis, the periods of DNA synthesis are relatively | 
early in interphase. Other variations in the period of interphase during 
which increase in DNA occurs are discussed by Swirt (1953) and by 
Patav and Swirt (1953). 

Apparent exceptions to the general finding of synthesis during 
interphase have been reported. Microphotometric measurements have 
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shown that all interphase nuclei which are supposedly diploid in some 
tissues have the 4C amount, and that no synthesis occurs during inter- 
phase (LEUCHTENBERGER et al. 1952; McMaster 1952). PasTEeEts 
(PasTEELS et BuLLovcH 1953) has maintained that DNA synthesis 
always occurs during telophase, or immediately following telophase - 
during the reconstitution of the interphase nucleus. In several cases 
other workers have been unable to confirm the results upon which 
PASTEELs’ conclusion is based (WALKER and Yates 1952; ALFERT and 
Swirt 1953). Obviously, his conclusion cannot be applied to all tissues. 
Another apparent exception to interphase synthesis has been found in 
Tradescantia ; both DNA measurements and autoradiographic studies of 
P® incorporation (Swirt 1950a; TayLor 1953; Moses and TayLor 
1953) show that synthesis may extend into leptotene. However, in 
T'radescantia the leptotene nucleus can hardly be distinguished from 
an interphase nucleus by appearance (TAYLoR 1950), and is therefore 
recognized primarily through its sequence in the developmental cycle. 
Similarly, the distinction between telophase and interphase is necess- 
arily an arbitrary one and not the same for all tissues. The general 
rule seems to be that DNA synthesis occurs only in those stages in 
which the chromatin is not condensed. 

The synthetic period in all stages of lily lasted for 1-2 days, with the 
exception of the microspore synthesis, which required about 5 days 
for completion. Although the data on microspores are not extensive, 
and there is some variation between buds of similar lengths, there is 
a definite indication that the curve relating DNA amount to time has 
an increasing slope. The populations of nuclei at the various times 
studied were fairly uniform, as indicated by the frequency distribu- 
tions of the amounts in individual nuclei, so the mean amount per 
nucleus is typical of all the nuclei of the population. However, taking 
all variations into account the data still suggest that the rate of increase 
of DNA in one synthetic period is not constant, but increases as the 
amount of DNA per nucleus is increased. 

There is no evidence from autoradiographs or photometric measure- 
ments to support the hypothesis of CooPEr (1952) that there is a transfer 
of DNA from tapetum to microsporocytes. The two tissues increase 
DNA content independently and one may be labeled without evidence 
of a transfer of labeled DNA to the other. The Feulgen positive glo- 
bules, shown by CoopER attached to microsporocyte nuclei during 
zygotene, have been seen frequently in Carnoy and FAA fixed material. 
They are rare or absent in chrome-osmic fixed cells. It is evident that 
these globules of chromatin are artifacts produced by extrusion of 
nuclear material through the nuclear membrane and frequently through 
the cell membrane during fixation. Since the content of the zygotene 
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nucleus has a very low viscosity (unpublished data) it is particularly 
susceptible to this type of artifact. 


Summary. 

1. The technique for making autoradiographs with stripping film 
is described in detail. Methods for administering P** to plants and for 
preparation of tissues for autoradiographs are given. 

2. Two different methods, enzyme digestion and acid hydrolysis, 
which were used for separating RNA, DNA, and phosphoprotein in 
tissue sections, were compared and evaluated. Although either method 
is valid for quantitative work, precautions are necessary and certain 
limitations to the quantitative separation of RNA and DNA should be 
taken into account. More work is needed to properly characterize the 
products extracted during enzyme digestion and acid hydrolysis. 

3. Incorporation of P* into nuclei of lily anthers was studied by 
the autoradiographic method at all stages from premeiosis to mature 
pollen. A quantitative comparison of the amounts of P* extracted by 
RNase, DNase, Feulgen hydrolysis and hot TCA showed that incorpora- 
tion into DNA occurred at relatively short periods during interphase, 
namely: (1) at preleptotene before meiotic prophase in microsporocytes, 
(2) at late interphase preceding mitosis in the microspore and (3) during 
early to mid-interphase in the generative nucleus of the pollen grain 
(the tube nucleus incorporates P* slowly during the same period but 
this P®? was not definitely idextified as DNA phosphorus). Two suc- 
cessive mitoses occur in tapetal cells while the microsporocytes are in 
meiotic prophase. In the interphase preceding each division incorpora- 
tion of P*? into DNA occurs, but following the second mitosis no furtker 
divisions or incorporation was detected. However, during this latter 
period incorporation into RNA and phosphoprotein reached the highest 
level detected at any stage. 

During the period of DNA synthesis, incorporation of P* into RNA 
was low or absent, but in the interval between the cessation of DNA 
synthesis and prophase the incorporation of P®? into RNA of both 
nucleus and cytoplasm reached its peak. 

4. Microphotometric determination of amounts of DNA (Feulgen 
stain) showed that the amount per nucleus remains constant in all 
stages, except for doubling during the periods when P* is incorporated, 
and the reduction by half at each division of a nucleus. The 2C amount 
is present in sporogenous nuclei until preleptotene when values inter- 
mediate between 2C and 4C are found. By the beginning of leptotene 
4C is present in each microsporocyte nucleus. The amount does not 
change through meiotic prophase. Each nucleus after the first meiotic 
division contains 2C and each nucleus of the quartet of spores has 1C. 
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The amount per nucleus in microspores doubles toward the end of the 
long interphase prior to prophase. After the mitosis in the microspore, 
the generative nucleus attains the 2C level relatively early in interphase. 
The vegetative nucleus has 1C in the interphase immediately after 
mitosis, but could not be accurately measured at later stages. 


Tapetal nuclei have the 2C amount of DNA when the microsporo- 
cytes are in leptotene. The amount doubles while the microsporocytes 
are in zygotene and the first mitosis usually occurs while the micro- 
sporocytes are in early pachytene. Another doubling occurs during 
the relatively short interphase and a second mitosis occurs when the 
microsporocytes are in late pachytene or early diplotene. The 4C class 
was typicai for tapetal nuclei at later stages, but this may, in some 
cases at least, result from fusion of nuclei in the multinucleate cells 
during or following the second mitosis. 

5. The periods of DNA increase (measured microphotometrically) 
coincide very closely with the periods of incorporation of P*? into DNA. 
This finding supports the concept of the stability of the DNA molecule, 
and indicates that incorporation may be used as a criterion not only 
of synthesis of DNA, but also of increase in the amount of DNA per 
nucleus. 
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Introduction. 

Male haploidy in the honeybee was first described by JoHANNES 
DzrERZON in 1845 and since has received considerable attention. Several 
analyses of its origin and evolution have appeared (e.g. SCHRADER and 
Huaues-ScHRaDER 1931; Wurtine 1945). 

To a student of nuclear cytology the honeybee offers interesting 
possibilities for analysis. The male (drone) of the species develops 
from an unfertilized egg while the two morphologically distinct females 
(workers and queen) develop from fertilized eggs. In addition the females 
are divided into two distinct types by purely environmental influences. 
After hatching, the workers feed presumptive worker and queen “royal 
jelly”, a secretion of the pharyngeal gland. On the third day the 
presumptive worker larvae are “weaned” to a diet containing pollen 
and honey while the presumptive queen larvae are continued on royal 
jelly. The difference appears to be the cause of the differentiation of 
adult females into worker and queen types. 

The rigid caste system of honeybees imposes still another variable 
in the species. Functions of drone, worker, and queen are entirely 
different in the hive. Even within the worker caste there are specific, 
functional duties performed at definite stages in the life of the worker. 
Thus, the species might be divided into physiological, as well as genetic 
and morphological types. 

Four fundamental questions immediately ‘ineui themselves: 
a) What are the nuclear differences between haploid males and diploid 
females ? b) Are there nucl2ar differences in comparable tissues of worker 
and queen due to their environmentally induced differentiation ? 
ce) Do functional or physiological differences impose nuclear differences ? 
d) How do these genetic, environmental, and physiological factors 


* We wish to acknowledge the generous cooperation of Dr. WiLL1AM C. RoBERTS, 
U.S.D.A. apiculturist, in procuring material for this investigation. 

** Present address: Zoological Laboratory, University of Pennsylvania, Phila- 
delphia. 
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influence the high degrees of polysomaty so often associated with insect 
tissues ? 

This paper is an effort to partially answer these questions by studies 
of nuclear volume and desoxyribosenucleic acid (DNA) content of 
nuclei of several honeybee tissues. 


Material and Methods. 


Karyometric analyses were carried out by making a camera lucida projection 
of the nuclei onto paper, marking the extremes of long and short axes with dots, 
and measuring the distances between dots with a millimeter rule to the nearest 
estimated 0.2mm. Calibration was accomplished with a stage micrometer and 
the values converted to micra. The average of the two axes was determined to 
the nearest 0.1 mm. and divided by two, the resultant average radius being cubed 
and multiplied by ‘/,2 to give each nuclear volume in cubic micra. Since the 
populations of measured nuclei were not spherical, errors can be anticipated in 
the use of this method of estimation. The error, however, in any individual case 
can be either positive or negative depending on the orientation of the eccentric 
nucleus with respect to the optical axis of the microscope. Assuming the nuclei 
are spheroids, that they can assume any orientation with respect to the optical 
axis of the microscope, and that they are selected at random for measurement, 
it can be shown (MERRIAM 1954) that the mode of a population frequency distribu- 
tion will closely approximate the actual mode of the population. These assump- 
tions were fulfilled in this material as far as could be microscopically determined. 

The camera lucida projection method is subject to another source of error 
inasmuch as the projected image size is a function of the distance of the image 
from a point directly under the mirror. To control this error, a formula was devised 
which related error to distance. An error of 3% was arbitrarily taken, a circle 
of the necessary radius drawn, and all measurements were made well within the 
circle and within 3% error. 

Estimation of nuclear DNA was carried out on Feulgen-stained sections and 
smears with microspectrophotometric methods. Such photometric measurements 
on nuclei in the visible part of the spectrum have been adequately described else- 
where (e.g. PoLLISTER and Ris 1947; PoLListER and Moszs 1949; Swirt 1950; etc.). 
Two optical systems were used in the present work: 

a) For measurement of Feulgen color with a single wave-length, a Bausch 
and Lomb research microscope, apochrumatic objective (N.A. 0.95), and condenser 
(N.A. 1.40) were used. The substage condenser diaphragm was used with a dia- 
meter of 5 mm. to keep out extraneous light, thus making the effective N.A. of 
the condenser about 0.30. The ocular was a four-power Leitz periplan. A smoke- 
blackened metal.extension tube carried the light through an upper field diaphragm 
to either an ocular with micrometer reticle or the phototube. 

b) Measurements of Feulgen color with the ‘‘two-wave-length” method of 
Patau (1952) were made with a B. and L. microscope, apochromatic objective 
(N.A. 1.25), and condenser (effective N.A. 0.30). A five-power Leitz periplan 
ocular was used. 

With both instruments the light source was a B. and L. research illuminator 
with a tungsten ribbon filament bulb. The Koehler method of illumination was 
used throughout. Light sources were operated through a Sola constant voltage 
transformer. For the single wave-length method green light was isolated with a 
Wratten + 74 filter with peak transmission at 546 my. Selected wave- were 
isolated with a monochromator of special design (PaTav, unpublished) for the 
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two-wave-length method. Transmitted light was measured with a Farrand elec- 
tronic photomultiplier photometer, receiving the output from an RCA 1 P21 electron 
multiplier tube and registering on a Rubicon galvanometer. 

Measurements with the two-wave-length method were madé exactly as de- 
scribed by Patav (1952). Determinations with a single wave-length were done 
by closing the upper field diaphragm about the nuclear image so that the entire 
nucleus plus a small rim of background was included in the measured field (Ris 
and Mirsky 1949). The extinction then is of the whole nucleus and the relative 
amount of absorbing substance per nucleus is proportional to the area times the 
extinction. Area was estimated by measuring the long and short radii with an 
ocular micrometer at the phototube level, averaging the two, and squaring. 
Measurements were also made using the “‘plug” method of Swirr (1950) for com- 
parison. Each measurement was made at least three times and the values averaged. 

The “plug” method of cytophotometry has the advantage of reducing light 
loss from the edges of the absorbing sphere (CasPERSSON 1936). It is limited in 
turn by a greater dependence on the homogeneity of chromatin within the nucleus. 
The method also is subject to error caused by eccentricity of the nucleus, orienta- 
tion of the ellipsoid, and the consequent variance of the optical path through the 
absorbing body. 

The ‘‘whole nucleus” method of measuring the whole nucleus plus a rim of 
light is subject to non-specific light loss at the edges of the sphere if the refractive 
index of the mounting medium is not matched closely with that of the nuclei. 
It has, however, several advantages over the “plug” method. For example, it 
is less affected by small inhomogeneities of the chromatin in the nucleus and is 
also relatively independent of nuclear eccentricity. This is evident from the fact 
that eccentricity of nuclei contributes only to errors in area estimation in the 
“whole nucleus” method, these errors being squared. In the “‘plug” method, on 
the other hand, eccentricity causes errors both in plug volume estimation and in 
calculation of total absorbing substance, these errors being cubed. 

In this material, at least, the ‘“‘whole nucleus” method resolved frequency 
distributions into distinct classes better than the “‘plug’’ method and was used 
throughout. A few words of caution on the use of the whole nucleus method should 
be added, however. As was mentioned before, measurements are more dependent 
on the proper matching of refractive index of the mounting medium with that of 
the nuclei. Photometric comparison of populations of nuclei with the whole nu- 
cleus method is based on the assumption that the refractive indices of both popu- 
lations are the same with respect to their mounting media. If such is not the case 
blanks must be measured from each population and their extinctions subtracted 
from that of the samples. In this material the refractive indices of all samples 
were similar and effectively equal to that of the mounting medium. 

For karyometric measurements and general histological orientation, tissues 
were dissected in Ringer’s solution, fixed 2 hours in 10% neutral formalin, embedded 
in paraffin, sectioned at fifteen micra, and stained with the Feulgen reagent after 
the method of StowExt (1945). 

Photometric measurements of DNA were made on tissues which had been 
dissected in Ringer’s, teased exhaustively in a drop of 1% citric acid on a slide 
to isolate nuclei, and then dried in air to affix nuclei to the slide. The smears were 
fixed in acetic-alcohol 10 minutes, washed 10 minutes in two changes of absolute 
alcohol, hydrated, hydrolyzed 11 minutes in N HCl at 60°C., stained] hour, 
washed in glycine buffered metabisulfite (SrBaTaNr and Naora 1952) at py 2.3, 
dehydrated, cleared in xylene, and mounted in Technicon mounting medium 
MMH 2-50. 
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All smears to be photometrically compared were mounted on a single slide 
along with a smear from a pupa testis. Nuclei in the testies smear were used as 
a reference material so that readings on different slides could be compared. They 
served also as a standard for determining the degree of polysomaty of nuclei. 
During the treatment a photometric blank for estimating non-specific light loss 
was run along with the test slide. The treatment of the blank was identical except 
that the ‘‘dye” solution contained no basic fuchsin. Nuclei from all tissues studied 
were completely invisible on the blank slide with the exception of a few nuclei 
in the testis smear which could just be seen due to refractive differences. The 
extinction of these visible nuclei was practically zero so no correction factors were 
necessary. 

The method of using isolated nuclei instead of nuclei in tissue sections has 
several advantages which justify its use. In isolated nuclei there is no error caused 
by absorption or refraction of cytoplasm above and below the measured nucleus. 
In addition nuclei which are isolated in citric acid tend to swell and become 
more spherical. This reduces the error in measurement of total extinction due to 
extraneous reflected light scattered into the optical path (Lison 1953). For those 
nuclei which are prepared by the method, moreover, Ris and Mirsky (1949) 
have shown that no DNA is lost during the isolation in citric acid. There are 
disadvantages too. The swelling of nuclei make a study of the relationship of 
volume to DNA content difficult or impossible. It is difficult also to associate 
nuclei with their histological location and, furthermore, all tissues (e.g. honeybee 
nerve ganglia) cannot be prepared in this way. 


Results. 
A. Karyometric studies. 

The results of the karyometric measurements can be seen in Figs. 1 
and 2 where volume ciasses in cubic microns are plotted against fre- 
quency. These data were obtained from tissue sections. In the case 
of small intestine they are confined to epithelial cell nuclei. In drone, 
worker, and pupal worker Malphigian tubules and in drone and pupal 
small intestine the distributions are apparently unimodal. In queen 
and worker small intestine and queen Malphigian tubules, on the other 
hand, there are definite suggestions of secondary peaks. Since the 
distributions may include more than one peak, statistical means are 
not used but rather the frequency peaks themselves. Peak values are 
given in Table 1 along with means and standard deviations of eccentri- 
city samples. Eccentricity (Z) is independent of volume and is given 


Table 1. Frequency peaks are given in cubic microns. 





























Malphigian tubules Small intestine 
Animal 
u me ph E (N = 34) be E (N = 34) 
Drone ... 185 0.513 + 0.113 285 0.479 + 0.158 
Worker. . . 135 0.554-+ 0.187 | 235 and 475 | 0.527+0.146 
Queen . . . . | 135 and 265 | 0.685+0.128 | 105 and 235 | 0.728+ 0.135 
Worker pupa 25 0.555 + 0.200 85 0.587 + 0.177 
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by the expression E = yi — Ba? where a is the apparent major semi- 
axis and b the minor semi-axis. 

It should be noted that adult females of the species have a common 
volume peak in each organ studied. The principal peak in each organ is 
different, however, in the two female types although the relationship 
between peaks in a female organ is the familiar 1:2:4. The comparable 
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Fig. 1. Fig. 2. 
Frequency distributions of nuclear volume in honeybee intestinal epithelium. 
distributi of nuclear volumes in honeybee Malphigian tubules. 
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male organ shows a peak which falls between the female peaks, in these 
cases a volume 1.3—1.4 times that of the lowest worker mode in the same 
organ. 

Malphigian tubule and small intestine nuclei of a worker pupa were 
compared with the same organs in the adult worker. In Malphigian 
tubule cells the volume peak of the pupa is about one-fifth that of the 
adult and in small intestine cells roughly one-third of the lowest class 
of the adult. 

From these data, then, we can draw the following conclusions: 

a) Within one animal, nuclear volume peaks in these two tissues are 
different and do not show a simple relationship of 1:2:4. 
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b) In each organ, the peaks of worker and queen are in the same 
volume series and stand in ratios of 1:2:4. There is a difference, how- 
ever, between worker and queen in the number of peaks and volume 
of the principal peak. 

c) Males of the species have volume class peaks which are inter- 
mediate between the lowest and next highest worker classes, standing 
in a ratio of about 1.3-1.4 to the lowest worker class. 

d) Nuclear volume in both tissues increases from the late pupal to 
the adult stage and, unless all measured nuclei were undergoing simul- 
taneous growth, the increase is not in multiples of two. 

e) Nuclei, under these conditions of fixation, tend to be most spherical 
in male tissues and least spherical in queen tissues. 


B. Photometric studies. 


For the photometric analysis of DNA per nucleus, the first method 
employed was that of measuring the extinction of a central area (plug) 
in the nucleus and calculating the 
amount of absorbing material after 
the method of Swirt (1950). Nuclear 
diameters were measured from a 
camera lucida projection in the same 
way as the karyometric studies. The 
results of an analysis of worker 
Malphigian tubule nuclei, using the 
“plug” method, can be seen in Fig. 3. 10} 
The distribution appears unimodal. st 
Analyses of other tissues also gave Zs a va es Wadl 
distributions with great variation of  POLYPLOID CLASSES LOG OF DNA/NUCLEUS 
values but without resolving them Pits aee Ge peaete ta — 7 
into. the expected classes of DNA methods of photometric measurement. 
amounts. 

Results of an analysis on worker Malphigian tubule nuclei, using the 
“whole nucleus” method, can also be seen in Fig. 3. The values in this 
distribution were from two different preparations, one of which was 
the same as that used with the “plug” method. Since the values and 
distributions from the two insects were almost identical, they were 
pooled. It should be noted that the values fall roughly into frequency 
classes of DNA per nucleus. The abcissa of this and subsequent DNA 
per nucleus frequency distributions is the log of the amount of DNA per 
nucleus to the base ten. The number | represents the amount of DNA 
found in spermatids in a testis smear on the same slide. One, thus, 
is the haploid amount, two is diploid, four is tetraploid, and so on. 
Since the “whole nucleus” method resolved the distribution into classes 
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better than the “plug” method of measurement, it was used in all 
subsequent determinations. 

Photometric analyses were first made on isolated nuclei from three 
organs in adult drone, worker, and queen. In Fig. 4 the frequency 
distributions of classes of DNA per nucleus in Malphigian tubule and 
small intestine cells can be seen. Since most DNA per nucleus amounts 
fell into frequency peaks or classes which were related by ratios of 
1:2:4 etc., it was felt that the best explanation was that of polysomaty 
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Fig. 4. Comparison of frequency distributions of log of DNA amount per nucleus in two 
tissues of male, female, and worker. 





or polyteny of chromosomes. It was impossible to determine which with 
the present technique. For the sake of convenience these classes are 
referred to as degrees or classes of “ploidy”. The samples include all 
cells from the Malphigian tubules including nuclei from small peripheral 
cells which probably form a muscular layer about the larger cells of the 
tubule proper. The samples were not entirely random because nuclei 
of unusually large or small size or of unusual extinction were sought 
out and measured. All samples, however, are random to the extent 
that, unusual size or degree-of staining excepted, nuclei were measured 
as they appeared in a systematically moved field. The result is that 
predominant frequency classes are distinguishable even though extreme 
values are exaggerated on the same scale. Duplicate analyses in two 
bees were made in worker Malphigian tubule and pupa testis nuclei. 
The values and distributions were closely similar and the remaining 
analyses were on one individual only. 

It can be seen that many classes are represented in each organ 
investigated. The haploid values in the queen Malphigian tubule 
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distribution and all three small intestine distributions should be ‘noted. 
A sexual difference is manifest in the range of classes of the nuclei. 
Both types of females have 64ploid nuclei while the male apparently 
has none despite a deliberate search for them. In both worker and drone 
the principal class is 16ploid while in the queen it is 32. It should be 
noted that there seems to be more variation of ploidy in female Malphi- 
gian tubule nuclei than in the male. Almost all nuclei of the male are 
16ploid despite searching for outlying classes. 

The relative distribu- 
tions of small intestinal oso 
nuclei are also presented in “6° © WORKER 
Fig. 4. Here haploid nuclei 420 Pits, ion represents 
were found in all three the class of polyploidy. 
types of animals and the 
highest class is 32ploid in ,,, 


3 e / 
each. The principal class Ge 
e e 





is also similar in all three  300F 
types and is l6ploid. 
Since there are inter- 
mediate values in all dis- 220} 
tributions which fall be- 9. 
tween and tend to obscure j 
the peaks, an effort was 140} Se 
made to exaggerate the mae 
° 


classes by a different type 


8 
of distribution. If a plot 4  °* ma ees 
of nuclear volume against iagnaes ek 
total nuclear extinction is °F Logg ° wereeo— 
made (Fig. 5) the break- 273 4 45 ce 
dom ne eiggeee ae made Fig. 5. Plot of photometric extinction per nucleus 
a little more convincing. In against the nuclear volume for small intestine smears. 
this plot of small intestine 
nuclei two intermediate values were omitted for the sake of the general 
picture. The same distribution was obtained with Malphigian tubule 
nuclei. At first glance it seems that there is no set relationship between 
volume and DNA content. Although the degree of swelling is not 
known and almost certainly is not uniform, the very magnitude of the 
variation suggests that there is in fact no definite relationship between 
volume and DNA content. 

A small sample was taken from the thoracic salivary gland of each 
of the three types of bees (Fig. 6). Although the sample size was in- 
sufficient to allow recognition of definite principal classes, it can be 
observed that the whole spectrum of ploidy is moved toward higher 
37* 
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classes. There are numerous intermediate values. It is felt that these 
might be explained by the fact that the tissue proved refractory to the 
isolation of nuclei. Non-spherical nuclei had to be selected for measure- 
ment in this organ to a greater extent than in the others. Although the 
comparison of nuclei of a single organ in different bee types is of prime 
interest, it should also be illuminating to compare different organs of 
a single individual. Four tissues of both a worker and a drone are 
presented in Fig. 7. The pharyngeal gland of the worker shows classes 
of only 128 and 256ploid. This is 




















DRONE noteworthy because of the high 

N=I7 ° 
st degree of ploidy and because of 
the restriction of the number of 
> Poo cone ooo classes. The testis smear of the pupa 
o: WORKER shows a rather even distribution 
~~ of nuclei in all classes from 1-16. 
~~) These nuclei represent not only all 
. to o C= oom o stages of meiosis except mature 
= | sperm, but also thecal and inter- 

5} stitial cells. 

The development of polysomaty 
mec a i ce in tissues during growth is a problem 


POLYPLOID CLASSES LOG OF DNA/NUCLEUS in itself but to get an indication of 
a go og ol ener siren p Scone = the timing of this development, the 
salivary gland smears. small intestine nuclei of adult and 

late pupal workers were compared 

(Fig. 8). As seen before, the main classes of the adult are primarily 
16ploid with a large proportion at 32ploid. All classes from haploid 
to 32ploid are present. In the immature organ there is a larger percentage 
of haploid nuclei, the overall spread of values is shifted toward the 
lower classes, and the main class is probably 8ploid. The large inter- 
mediate peak between 8 and 16ploid remains unexplained. Since it 























Table 2. 
Mean Pooled 
0 
ee diameter extinction St. —er 
Male Maiphigian tubules . . 5.13 + 0.44 0.075 + 0.013 
Female Malphigian tubules . 5.13 + 0.68 0.082 + 0.016 5.15 | 0.077 
Queen Malphigian tubules. 5.18 + 0.72 0.075 + 0.016 
Male small intestine .... 5.33 + 0.81 0.079 + 0.016 
Female small intestine .. . 5.68 + 6.67 0.069 + 0.013 5.42 | 0.076 
Queen small intestine .. . §.24+ 0.68 0.081 + 0.018 
Male pupa small intestine . . 4.93 + 0.32 0.091 +0.040 | 4.93 | 0.091 
a a i fae ia 7.38 + 0.31 0.042 + 0.004 7.38 | 0.042 
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is the only tissue studied where the major peak did not fall on or very 
close to a class, it is possible that this may, in fact, be a group of nuclei 
with intermediate amounts of DNA. One might speculate that there 


is a mechanism which cau- 
ses the synchronous endo- 
mitosis of a large propor- 
tion of cells. It does seem, 
however, that the high 
degrees of ploidy found in 
honeybee tissues are deve- 
loped slowly through onto- 
geny and that the process 
is still continuing as late 
as a late pupal stage. 

In an effort to throw 
light on the relationship 
of nuclear volume to DNA 
content simple statistical 
procedure was applied. 
Table 2 lists mean values 
and their standard devia- 
tions for diameters and ex- 
tinction of 16ploid nuclei. 

Analysis of variance 
showed pupal testis nuclei, 
probaby of thecal origin, 
to be significantly different 
in volume and extinction 
from other tissues. The 
meaning of this is obscure 
because of the method of 
preparation but it can be 
said that either the con- 
centration of DNA is less 
in pupal testis nuclei or 
else the same preparation 
causes greater swelling in 
them. If the latter is true 
it would still mean a diffe- 
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rence in the physicochemical properties of these nuclei as compared 
with the others. The ratio of mean volume of testis nuclei to pooled 
Malphigian tubule nuclei is 2.93; the ratio to pooled small intestine 


nuclei is 2.53. 
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In an effort to relate degrees of ploidy to histological structure 
a different type of analysis was attempted. In tissue sections fixed in 
acetic-alcohol and sectioned at fifteen: micra, measurements of DNA were 
made using the two-wave-length method of Paravu (1952). This method 
corrects for light loss due to unevenly distributed chromatin such as 
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Fig. 9. Tissue section through the junction of small intestine, midgut, and a Malphigian 
tubule. Note muscle nuclei (mus.nuc). 


is found in acetic-alcohol fixed material. Variation of values in and 
between classes, though, was still greater than in isolated nuclei, possibly 
because of the irregular light loss due to cytoplasmic absorption and 
refraction. 

A longitudinal section of the transition from small intestine: to 
midgut represents many tissues types (Fig. 9). Found in this section 
are intestinal epithelial cells of a simple columnar type (1-2, Fig. 9); 
irregular cells of a transitional type of intestinal epithelium (2-3, Fig. 9); 
a transitional valve between small intestine and midgut of tall, pseudo- 
stratified epithelium (3-4); a connecting area of densely packed cells 
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(45a); proximal cells of a Malphigian tubule where it enters the digestive 
tract (5a); more distal cells of the functional tubule (5b); connective 
intercrypt cells of the midgut (6); and finally cells of the midgut (7). 
The experiment consisted of making readings of the epithelial nuclei 
in a continuous sequence from small intestine to midgut, keeping track 
of the position for histological orientation. The results are presented 
in Fig. 10. Ordinate is units of DNA per nucleus, abcissa is sequence 
of nuclei with occasional numbers relating the position with the com- 
parable number in Fig. 9. The horizontal dotted lines are degrees of 
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epithelium, through transitional tissue, Malphigian tubule cells, and midgut cells. 


polysomaty, figured from the most prominent class of the small in- 
testine which has already been shown to be l16ploid. To reduce small 
variations within the classes when two or more nuclei of the same class 
were measured in sequence, the values were pooled, averaged, and 
presented as the average. 

These data show that a single tissue of an organ is not limited to 
one degree of polysomaty. Cells of the transitional region between 
midgut, smali intestine, and entering Malphigian tubule show nuclei 
with less DNA amounts than cells of the same tissue in the more func- 
tional regions. Thus, cells of the transitional region of both small 
intestine and Malphigian tubule are mostly 4-8ploid while the presum- 
ably functional portions of these organs show 16-32ploid nuclei. The 
nuclei of small intestine musculosa cells should also be observed in Fig. 9 
(mus.nuc). These nuclei are even smaller and more lightly stained than 
the tetraploid nuclei of transitional tissues. Although no measurements 
were done on them they probably account for the diploid and possible 
even the haploid nuclei of small intestine smear distributions. 


Chromosoma. Bd. 6. 37b 
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Diseussion. 


When the results of the karyometric and photometric analysis are 
compared some interesting points can be made. In Malphigian tubule 
nuclei volume modes correspond to DNA modes, both showing the same 
relative difference between queen and worker. This indicates that, in 
this organ, a doubling of chromosome complement is reflected by a 
doubling of nuclear volume. In small intestine, however, no such correla- 
tion seems to exist. Here the principal volume peak of the queen is 
one half that of the worker, yet DNA determinations show that both 
worker and queen have mostly 16 ploid nuclei. This would seem to lead 
to the conclusion that 16 ploid nuclei of the worker small intestine have 
twice the volume of those in the queen. It should be emphasized, 
though, that karyometric and photometric analyses were carried out 
on different adults of unknown age and general activity. 


Differences between male and female might be expected on genetic 
grounds but nuclear differences between the two female types are 
unexpected. Since early feeding, to the best of our knowledge, is the 
only difference between the two female types, it would seem that diet 
at a certain point of development or different physiological activities 
in the adults could induce fundamental nuclear differences. These 
differences are degree of polysomaty in one tissue and proportion of 
non-DNA substance in another. 


Of interest also is the fact that the principal class of polysomaty 
in small intestine and Malphigian tubules of male tissues is the same as 
that of the worker, and yet the volume of fixed nuclei of males is 1.3 
to 1.4 times that of the worker. This means that in cells of comparable 
DNA content and comparable function, the nuclei of males contain 
more non-DNA substance than nuclei of the workers. It is not known 
from this study whether this substance(s) is water or solid(s). 


The analysis of pupa small intestine nuclei with both karyometric 
and photometric methods also has provided some information on 
variability of DNA concentration in development. In the pupal organ 
the bulk of DNA values lies between 8 and 16 ploid. Volumetric measure- 
ments give a single sharp peak for epithelial cell nuclei which probably 
corresponds to the major peak in the DNA distribution. The main 
peak in the adult is 16 ploid yet the volume of adult nuclei is over three 
times that of the pupa. Although the age of the pupae used in each 
experiment was probably not exactly the same, the magnitude of the 
discrepancy strongly suggests that the DNA concentration is higher in 
immature small intestine epithelial cells than in adult cells. The ®pposite 
was found in pupa testis smears where the DNA concentration was 
significantly less in isolated nuclei than in any adult tissue studied. 
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As a whole, these data indicate that there is not always a relation- 
ship between DNA content and ‘nuclear volume. This has also been 
shown by many other authors. 

To mention a few, Krantz (1947) with frog nervous tissue showed 
that nuclear volume could be altered markedly by ether anesthesia. 
LatrpD (1953) has shown that nuclear volume changes in rat liver cells, 
brought about by administration of thioacetamide, are unaccompanied 
by changes in DNA. In rat uterus cells ALFerT and Brrn (1951) could 
demonstrate that administration of estrogen to ovariectomized females 
would double nuclear volume without altering the nuclear content of 
DNA. Meura (1950) showed that unequal nuclear size, brought about 
in mitosis, of the body nucleus of Ephedra, was due to different organi- 
zations of the two spindle poles. 


BrEsELE (1944) studied nuclear volume and chromosome volume in 
several rat tissues. He was able to show that nuclear volume varied 
from tissue to tissue, that the volume ratios were not 1:2:4, and that 
rough correlation between volume and vitamin B complex content could 
be established. The work of ScHRADER and LEUCHTENBERGER (1950) 
on testis lobes of Arvelius showed that nuclear volume in different lobes 
varied in the ratio of 1:1.8:7 while DNA content was constant. In 
mouse oogenesis ALFERT (1950) found that nuclear volume increased 
from 438-6010 cubic microns while DNA content remained the same. 
After fertilization, the nuclear volume was halved in each of the first 
four cleavages while DNA content remained virtually the same. 

RetsneR and Korson (1951) have reported that there is only an 
apparently minor change in DNA per nucleus during erythrocyte matura- 
tion despite marked volume changes. 

The findings reported in this paper with regard to high degrees of 
polysomaty in insect tissues is not new. For example, GEITLER (see 
review 1941) has shown in Gerris lateralis that high degrees of poly- 
somaty exist. He described the origin of these polyploid nuclei by 
endomitosis in which chromosomes undergo mitotic form changes and 
splitting without accompanying cytokinesis or rupture of the nuclear 
membrane. In the tissues of the honeybee which were examined not 
a single mitotic or endomitotic figure was seen. 

This study has shown that more than one class of polysomaty exists 
in a single cell type within an organ. Such was shown to be the case 
in both small intestine epithelium and Malphigian tubule cells. It 
probably occurs also in thoracic and pharyngeal glands. If differentia- 
tion were dependent simply on the degree of ploidy (e.g. GEITLER 
1941), more than one such degree should not be expected in a functional 
adult tissue. 
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The possible relationship of cellular activity and degree of poly- 
somaty is an interesting one. Some of the data presented here are 
suggestive when considered from that aspect. For example, a decrease 
in ploidy has been shown to occur in transitional cells between three 
functional organs.. Also it should be remembered that the analysis of 
worker pharyngeal glands showed very high ploidy at 128 and 256. 
This might be correlated with the functional activity of the gland. 

The pharyngeal gland is present and functional only in the worker 
and has been shown to have proteolytic activity, especially in “nurse” 
workers on the comb (INGLESENT 1940). Its function is thought to be 
the secretion of royal jelly which is high in protein. The worker studied 
in this analysis was a nurse bee taken from the comb. Much of her 
activity undoubtedly was the secretion and feeding of royal jelly. 
Snoperass (1925) reports a vestigial pharyngeal gland in the queen 
but unfortunately we could not find any in the queens used to compare 
with that of the worker. 


The degree of polysomaty is also high in the thoracic gland of all 
three types of bees. This gland has sucrase activity and is probably 
active in all bee types in a digestive capacity. Muscle cell nuclei, on 
the other hand, as seen in Fig. 9, are small and lightly stained and are 
probably of the magnitude of 2-4 ploid. Although these are nuclei 
of very active cells, they are not active in a secretory sense. Thus, there 
seems to be a rough positive correlation between secretory activity 
and degree of polysomaty in the honeybee tissues studied. 


The apparent occurrence of haploid nuclei in many tissues of both 
male and female is surprising. In the male, with its haploid origin, it 
is possible that a few nuclei never did undergo endomitosis. In the 
case of the females, however, a real problem is presented. One of two 
explanations is possible. Either the nuclei which were used as a ref- 
erence were not actually haploid spermatid nuclei or else some type of 
chromosome reduction mechanism must be present in female tissues. 
With regard to the first possibility it should be stated that it was not 
possible to morphologically distinguish spermatids in isolated nuclei 
preparations. On the other hand, no nuclei with less DNA could be 
found in the testis smears despite prolonged search. Only spermatozoa 
were of the same magnitude of size and extinction and they were dis- 
tinguishable as such. If some type of reduction division is responsible 
for the female haploid nuclei, no cytological indication of the process 
was seen. 


The fact that some nuclei did not fall into a distinct class of poly- 
somaty is all too evident. Since it is impossible to adequately define 
and estimate the error in each nuclear measurement, it is obviously 
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impossible to interpret these intermediate values. It is felt that two 
lines of reasoning should be avoided in this matter. First, they should 
not be lightly dismissed as experimental error and second, it should 
not be categorically stated without excellent evidence that DNA does 
vary in non-dividing nuclei. Until we can adequately measure the 
errors involved, these values must remain unexplained. 


An interesting result of this study is the finding that somatic tissues 


_of the male are not haploid. It is clearly evident from the data pre- 


sented that somatic tissues of the male, though developed from a haploid 
gamete, do not have one half the chromosome complement of the female. 
During growth, nuclei of the male undergo compensatory endomitosis 
so that in the adult the DNA is usually about the same as in the females. 
From an investigation of chromosome numbers alone in somatic tissues, 
it would be impossible to distinguish male from female. 


Summary. 

A cytological investigation of honeybee tissues was pursued by two 
techniques. The first was an estimation of nuclear volume in large 
samples of nuclei; the second was a determination of DNA per nucleus 
by absorption photometry of Feulgen-stained nuclei. 

It was found that nuclear volume frequency peaks were as follows: 
In Malphigian tubule cells—drone 185 cubic micra, worker 135, queen 
135 and 265, and worker pupa 25 cubic micra. In small intestine epi- 
thelium cells—drone 285, worker 235 and 475, queen 105 and 235, and 
worker pupa 85 cubic micra. (The major class in each case is under- 
lined.) 

The results of DNA determinations gave evidence for the following: 

a) High degrees of polysomaty occur in honeybee tissues. 

b) A single tissue may have more than one characteristic degree of 
polysomaty. 5 

c) A rough, positive correlation exists between degree of ploidy 
and secretory activity. 


d) Male tissues have about the same chromosome numbers as com- 
parable female tissues. 


e) Both male and female tissues contain haploid nuclei. 


The concentration of DNA in pupal testis is less than that of any 
other tissue studied while the concentration of DNA in pupa small 
intestine is greater than that in the adult organ. In two tissues at least, 
the concentration of DNA in male nuclei is less than that in the worker. 
It was concluded that there is not always a relationship between nuclear 
volume and DNA content in honeybee tissues. 
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A. Einleitung. 

Die Struktur eines Chromosoms kann durch den Ablauf von Mu- 
tationen Veranderungen erfahren, die bei den Chromosomenmutationen 
innerhalb der mikroskopischen Sichtbarkeit liegen. Es ist durchaus 
méglich, da8 durch einen einzigen Mutationsschritt ein neuer Chromo- 
somentypus entsteht, der sich in strukturmorphologischer Beziehung 
vom entsprechenden Chromosom der nichtmutierten Form unterscheidet. 
AuBer diesen spontan und ungerichtet ablaufenden Vorgingen sind wih- 
rend der Evolution noch andere formveraindernde Prozesse am Chromo- 
som wirksam gewesen, die offenbar sehr langsam und gerichtet abge- 
laufen sind und die eine schrittweise Veranderung seiner AuBenstruktur 
zur Folge natten. Das Ziel der vorliegenden Arbeit liegt darin, einen 
Einblick in den Ablauf dieser Vorginge zu gewinnen und damit zu 
gewissen Vorstellungen iiber die Evolution der Chromosomen zu kommen. 

Zur Bearbeitung dieser Fragestellung sind eingehende vergleichend- . 
zytologische Studien an ganzen systematischen Gruppen notwendig, die 
ein Arbeiten auf méglichst breiter Basis gestatten. Die Familie der 
Solanaceae ist aus mehreren Griinden hierfiir besonders geeignet. Ihr 
gehéren einige der verbreitetsten Kulturpflanzen wie die Kartoffel, die 
Tomate und der Tabak an, die eine intensive ziichterische Bearbeitung 
erfahren haben und von denen eine groBe Anzahl verschiedener Sorten 
fiir vergleichende Untersuchungen zur Verfiigung steht. Die Gattung 
Solanum zahit dariiber hinaus zu den artenreichsten Genera der Di- 
cotyledoneae ; es konntern von etwa 100 verschiedenen Solanum-Arten die 
zytologisch giinstigsten Objekte ausgewahlt werden. SchlieBlich war es 
méglich, von den bisher bekannten etwa 70 Gattungen der Familie 
der Solanaceae insgesamt 21 fiir die vorliegenden Untersuchungen heran- 
zuziehen. 

Eine weitere wesentliche Voraussetzung fiir die Behandlung des ge- 
stellten Problems sind Objekte, deren Chromosomen so spezifische und 
exakt faBbare Strukturelemente besitzen, daB ihre einwandfreie Identi- 
fizierung méglich ist. Diese Voraussetzung ist besonders gut bei Ob- 
jekten mit partiell heterochromatischen Chromosomen erfillt. Die Chromo- 
somen miissen dariiber hinaus in einem fir alle bearbeiteten Objekte 
vergleichbaren Entwicklungsstadium der Kernteilung analysiert werden. 
Es wurde hierfiir ein mittleres Stadium der meiotischen Prophase, das 
Pachytin, gewahlt. Ein meiotischer Kern befindet sich dann im Pa- 
chytin, wenn seine homologen Chromosomen ihre Parallelkonjugation 
beendet haben. Es sind in einem Pachytinkern also nicht Einzel- 
chromosomen, sondern Bivalente vorhanden, d. h. man arbeitet nicht 
mit der diploiden, sondern mit der haploiden Chromosomenzahl. Der 
Zeitpunkt des Vollzugs dieser Paarung laBt sich bei allen Objekten 
einwandfrei feststellen ; damit ist die Voraussetzung der Vergleichbarkeit 
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der ermittelten Befunde gegeben. Der entscheidende Vorteil bezieht 
sich jedoch auf die Spiralisationsverhialtnisse: die Chromosomen sind 
im Stadium des Pachytans bereits so stark spiralisiert, daB man sie 
iiber ihre gesamte Lange hinweg verfolgen kann, ihr Kontraktionsgrad 
gestattet es jedoch, die auf dem Chromosom vorhandenen Struktur- 
elemente mit ausreichender Genauigkeit mikroskopisch zu erfassen. 
Damit ist aber die wesentlichste Voraussetzung fiir die Bearbeitung des 
vorliegenden Problems erfiillt. 


B. Material und Methode. 


Es wurden vergleichende Chromosc t hungen an verschiedenen Arten 
und Gattungen der Familie der Solanaceae durchgefiihrt. Zur Untersuchung ge- 
langten 19 Handelssorten bzw. Stémme von Solanum lycopersicum, auBerdem 
28 Species der Gattung Solanum, ferner 20 andere Gattungen der Familie der 
Solanaceen. Im einzelnen wurden folgende Objekte bearbeitet- 


Solanum lycopersicum var. rosarigerum 
Solanum lycopersicum ,,Blondképjchen“ 
Solanum lycopersicum ,,Bonner Beste“ 
Solanum lycopersicum ,,Exprep“ 
Solanum lycopersicum ,,Ficarazzi“ 
Solanum lycopersicum ,,Frithrot“ 

Solanum lycopersicum ,,Immun“‘ 

Solanum lycopersicum ,,Kénig Humbert“ 
Solanum lycopersicum ,,Mikado“ 
Solanum lycopersicum ,,Red Pear shaped“ 
Solanum lycopersicum ,,Rheinlands Ruhm‘ 
Solanum lycopersicum ,,Roter Zwerg“ 
Solanum lycopersicum ,,Steger“ 

Solanum lycopersicum ,, Triumph“ 
Solanum lycopersicum ,, Yellow Pear shaped“, 








ferner die Species 


Solanum aculeastrum, Solanum luteum, 
Solanum atropurpureum, Solanum melongena, 
Solanum aviculare, Solanum memphiticum, 
Solanum caldasii, Solanum nigrum, 
Solanum chacoense, Solanum peruvianum, 
Solanum demissum, Solanum pimpinellifolium, 
Solanum dulcamara, Solanum pyracanthum, 
Solanum echegarayi, Solanum rostratum, 
Solanum gilo raddi, Solanum seaforthianum, 
Solanum gracile, Solanum sisymbrifolium, 
Solanum heterodoxum, Solanum sodomaeum, 
Solanum hirsutum, Solanum tomatillo, 
Solanum humboldtii, Solanum tuberosum, 


Solanum infundibuliforme, Solanum viride. 
Von anderen Gattungen der Familie wurden folgende Species bearbeitet: 

Atropa belladonna, Nicotiana plumbaginifolia, 
Browallia grandiflora, Nierembergia coerulea, 
Brunfelsia macrophylla, (Nolana atriplicifolia), 
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Capsicum callvill, Petunia spec. 
Capsicum nigrum, Physalis alkekengi, 
Cestrum elegans, Physalis franchetii, 
Cestrum hartwegii, Physalis minima, 
Datura suaveolens, Physalis philadelphica, 
Hyoscyamus niger, Salpiglossis sinuata, 
Juanulloa aurantiaca, Saracha jaltomata, 
Lycium halimifolium, Schizanthus pinnatus, 
Nicandra physaloides, Scopolia carniolica, 
Nicotiana langedorffii, Withania somnifera, 
Nicotiana glauca. : 


Von den genannten Arten wurden die Antheren junger Bliitenknospen frei- 
gelegt und in Carnoy 3:1 fixiert. Die Antheren wurden mit Eisessig-Karmin unter 
Eisenzusatz nach GrrrterR (1949) gefarbt und als Quetschpraparate verarbeitet. 
Mit der zur Anwendung gekommenen gesattigten Eisessig-Karminlésung wurde 
bei den meisten Arten nach 7—8 Std eine kontrastreiche Farbung erzielt. Geringe 
Differenzen im Farbverhalten der verschiedenen Arten wurden durch eine Vari- 
ierung des Eisenzusatzes ausgeglichen. Es lieB sich feststellen, daB bei guter Far- 
bung desChromosoms das Plasma um so geringer angefarbt wird, je kleiner die zu- 
gesetzte Menge des Eisenchlorids ist. Im Durchschnitt wurden auf 10 cm* Farb- 
lésung 1 Tropien 10%ige Eisenchloridlésung gegeben. Von den bearbeiteten 
Objekten wurde die Struktur der Pachytaénchromosomen analysiert. Ein Chromo- 
som wurde dann als einwandfrei identifiziert angesehen, wenn es in etwa 10 Kernen 
in iibereinsti der Struktur aufgefunden wurde. Die einzelnen Regionen aller 
analysierten Chromosomen wurden mit Hilfe eines Okularmikrometers ausgemessen. 
Der Mittelwert aus diesen Messungen wurde als Wert fiir die in der Arbeit vorhan- 
denen Tabellen und Sch gen verwendet. 

Optik: Winkel-Zeiss-Standard-Mikroskop, Olimmersion 100fach, Okulare 8- 
und 12,5fach. Die Mikrophotographien wurden mit der Aufsatzkamera von 
Winkel-Zeizs hergestellt. 








C. Empirischer Teil. 

Die Mehrzahl aller Gattungen der Familie der Solanaceae besitzt 
partiell heterochromatische Chromosomen, die in den frihen Entwicklungs- 
stadien der meiotischen Prophase zwei verschiedenartige Regionen er- 
kennen lassen, namlich einen gut farbbaren heterochromatischen Mittel- 
teil, in dem die Insertionsstelle lokalisiert ist, und die schwach farb- 
baren euchromatischen Enden. Die Chromosomen weisen im Pachytén 
eine Reihe von Strukturmerkmalen auf, mit deren, Hilfe es méglich ist, 
die Mehrzahl der in den Genomen vorhandenen Chromosomentypen 
exakt zu identifizieren. Es sind dies die Chromosomenlinge, die Sym- 
metrieverhaltnisse, die Beschaffenheit der Endchromomeren, vor allem 
aber die Lage der Insertionsstelle und die Anzahl der Makrochromomeren, 
aus denen die heterochromatische Region zusammengesetzt ist. 

Fiir die richtige Beurteilung eines Pachytanchromosoms muB8 man beachten, 
da8B dem Chromosom in diesem friihen meiotischen Entwicklungsstadium kein 
starrer Bauplan zugeordnet werden kann. Die Struktur eines jeden Chromosomen- 


typus variiert vielmehr in verschiedenen Pollenmutterzellen der gleichen Anthere 
innerhalb eines relativ groBen Streubereichs. So ist vor allem die Lange eines 






















Die Chromosomenstruktur der Solanaceen. 543 


Chromosoms im Pachytan keine konstante GréBe, sie ist das am wenigsten zu- 
verlassige Strukturmerkmal. Sie schwankt bei den gleichen Chromosomen be- 
nachbarter Kerne einer Anthere innerhalb weiter Grenzen. Die Ursache dieser 
Langendifferenzen liegt im unterschiedlichen Spiralisationsverhalten der Pachytan- 
chromosomen. Das wichtigste Erkennungsmerkmal eines Chromosoms ist die 
Anzahl seiner Makrochromomeren und in Verbindung damit die Lage der Inser- 
tion!. Ohne Zweifel besitzt jedes Chromosom eine konstante Chrom« hl 
die als ein fiir den betreffenden Typus spezifischer Wert anzusehen ist. Da im 
heterochromatischen Segment wahrend des Pachytans ebenfalls Spiralisations- 
vorgange ablaufen, kénnen die Makrochromomeren so dicht aneinanderriicken, 
da8 sie optisch nicht mehr als einzelne Strukturelemente zu erfassen sind. Das 
ist die Ursache dafiir, daB auch die Anzahl der Makrochromomeren verschiedener 
Individuen des gleichen Chromosomentypus nicht als absolut ‘konstante GréBe 
in Erscheinung tritt. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit, jedes Chromosom 
mehrfach zu analysieren und in seinen einzelnen Regionen auszumessen. Je 
groBer die Anzahl der analysierten Individuen eines bestimmten Typus ist, um 
so zuverlissiger wird sich der Mittelwert als Vergleichswert gegeniiber anderen 
Genomen verwenden lassen. Die in den euchromatischen Regionen vorhandenen 
Mikrochromomeren sind — wie Lmma-pE-F arta (1952) bei Secale cereale nachweisen 
konnte — ebenfalls konstante Strukturmerkmale der Pachyténchromosomen. 
Sie wurden jedoch bei den Analysen der vorliegenden Arbeit nicht beriicksichtigt, 
weil sie sich bei den bearbeiteten Objekten nicht mit der notwendigen Exaktheit 
erfassen lassen. 

Die Analyse der Genome vieler Arten wird durch Verknauelungen der Pachy- 
tankerne erschwert oder sogar unméglich gemacht. Objekte mit einer haploiden 
Chromosomenzahl von n = 12 — der niedrigsten Zahl, die in der Gattung Solanum 
auftritt — sind fiir die Bearbeitung des Pachytans bereits als ungiinstig anzu- 
sprechen. Es ist daher nicht zu erwarten, daB von allen bearbeiteten Objekten 
Totalanalysen angefertigt werden konnten; es gelang vielmehr nur in wenigen 
Fallen, simtliche Chromosomen eines Satzes zu identifizieren. Bei den meisten 
Arten konnte die der Arbeit zugrunde liegende Fragestellung jedoch bereits mit 
Teilanalysen geklart werden. So war es — vor allem bei besonders langen Chromo- 
somen — nicht immer miglich, das lange Ende derartiger Typen vollstandig zu 
erfassen und auszumessen. Fiir vergleichende Betrachtungen kénnen derartige 
Chromosomen, deren Spezifitét in vielen Fallen bereits durch die Struktur des 
gesamten heterochromatischen Mittelteils und eines euchromatischen Endes ge- 
geben ist, haufig als brauchbar herangezogen werden. Sie sind in den schematischen 
Darstellungen der Genome entsprechend gekennzeichnet. Fir bestimmte Frage- 
stellungen geniigt es sogar, allein die Struktur des heterochromatischen Mittel- 
teils eines Chromosoms zu kennen. Dadurch war es méglich, eine Reihe von Arten, 
deren Pachytainkerne keine Analyse ganzer Chromosomen gestatteten, trotzdem 
fiir vergleichende Betrachtungen heranzuziehen. Sie lieferten sogar, wie im Falle 
der Species Solanum pyracanthum und S. sisymbrifolium, recht aufschluBreiche 
Hinweise. 

Es hat sich im Verlauf der zytologischen Bearbeitung der Familie der Solana- 
ceae herausgestellt, da8 beziiglich der Anzahl der Makrochromomeren in den hetero- 
chromatischen Segmenten der Chromosomen bereits beim Vergleich der Genome 


1 Der Begriff ,.Makrochromomer“ wird in der vorliegenden Arbeit im rein 
morphologischen Sinne verwendet; es wird darunter ein kugelférmiges, hetero- 
chromatisches Strukturelement des Pachytanchromosoms verstanden. Ein Zu- 
sammenhang mit den Chromomeren der Speicheldriisenchromosomen der Dipteren 
und ihrer genetischen Funktion besteht nicht. 


Chromosoma. Bd. 6. 








38 












544 WERNER GOTTSCHALEK: 


verschiedener Arten einer Gattung groBe Unterschiede vorhanden sind. Die 
Chromomerenzahl ist fiir vergleichende Betrachtungen von gréBter Wichtigkeit. 
Es war aus diesem Grunde notwendig, den Grad der Heterochromasie nicht nur 
einzelner Chromosomen, sondern ganzer Genome festzulegen und damit einen Wert 
zu erhalten, der eine fiir ein bestimmtes Genom charakteristische GréBe darstellt 
und zu den entsprechenden Werten anderer Arten wnnaittctbae ‘in Beziehung ge- 
setzt werden kann. Dieser Wert wird in der Arbeit als , ‘ochs hl 
bezeichnet und mit dem Symbol ,,H“ angegeben. Er wand ee folgende Weise 
erhalten: Es wurden die Chrom« hlen aller analysierten Chromosomentypen 
eines Satzes addiert, die Summe wurde durch die Anzahl der identifizierten Typen 
dividiert. Auf diese Weise wurde ein Mittelwert erhalten, eine durchschnittliche 
Chromomerenzahl je Chromosom, die jedoch nicht mehr fiir: spezifische Chromo- 
somentypen des Satzes gilt, sondern die einen Mittelwert fiir das gesamte Genom 
darstellt. Eine Heterochromasiezahl von H = 10 bedeutet also, daB unbeschadet 
der wirklichen Verhaltnisse im Mittel alle Chromosomen des betreffenden Satzes 
10 Makrochromomeren besitzen. 








1. Vergleichend-zytologische Untersuchungen an den Pachytaéngenomen 
verschiedener Arten der Gattung Solanum. 


a) Die zytologische Bearbeitung verschiedener Handelssorten 
der Species Solanum lycopersicum. 


Die Tomate ist in den letzten Jahrzehnten ziichterisch stark bear- 
beitet worden; es stehen einige Varietaéten und eine groBe Anzahl von 
Handelssorten fiir vergleichend zytologische Untersuchungen zur Ver- 
fiigung. Die Species Solanum lycopersicum stellt somit ein besonders 
ginstiges Objekt fiir die Bearbeitung der Fragestellung dar, ob und 
inwieweit sich zwischen einander entsprechenden Chromosomen ver- 
schiedener Rassen der gleichen Art strukturelle Unterschiede nachweisen 
lassen. Es ist dabei nicht notwendig, alle Chromosomen des Genoms fiir 
diese Untersuchungen heranzuziehen, es geniigt vielmehr, wenn einige 
besonders charakteristische Typen herausgegriffen werden, die auf Grund 
spezifischer Strukturmerkmale geeignet sind, mit den entsprechenden 
Chromosomen nicht nur anderer Tomatensorten, sondern méglichst 
auch anderer Arten der Gattung Solanum verglichen zu werden. 

Die Benennung der Chromosomen der untersuchten Species wurde nach fol- 
genden Gesichtspunkten vorgenommen: Es muBte einerseits angestrebt werden, 
die einander entsprechenden Chromosomen verschiedener Arten mit der gleichen 
Zahl zu benennen, zum anderen sollte die fiir das Tomatengenom bereits bestehende 
Nomenklatur nach Méglichkeit iibernommen werden. Das konnte im Hinblick 
auf die angestrebte vergleichende Betrachtungsweise nur teilweise geschehen. 
So wurde fiir die Chromosomen Nr. i (das Satellitenchromosom), 4, 5, 9, 11 und 12 
des Satzes von Solanum lycopersicum die urspriingliche Bezeichnung beibehalten 
(GotrscHaLK 1951a), wahrend die anderen Chromosomen unter neuer Benennung 
erscheinen. Die von amerikanischen Zytologen und Genetikern fiir die Chromo- 
somen der Tomate vorgeschlagene und im ,,Report of the Tomato Genetics Co- 
operative’. (1953) veréffentlichte Nomenklatur soll fiir die vorliegende Arbeit 
nicht iibernommen werden. Die Chromosomen werden nach diesen . Vorschlagen 
ihrer Lange nach geordnet, das langste Chromosom des Satzes wird mit der Nr. I, 





i 
i 











Die Chromosomenstruktur der Solanaceen. 545 





das kiirzeste mit der Nr. 12 bezeichnet. Abgesehen davon, daB die Lange ein sehr 
unzuverlassiges Strukturmerkmal ist, wiirden bei dieser B h ein- 
ander entsprechende Chromosomen verschiedener Species, etwa die Satelliten- 
chromosomen, unter verschiedener Benennung erscheinen. Das ware fiir ver- 
gleichende Betrachtungen sehr unzweckmaBig. 

Die Mehrzahl der Chromosomen des Genoms von Solanum lycopersicum konnte 
in friiheren Arbeiten bereits identifiziert werden (Brown 1949, Barton 1950, 
GoTTscHALK 195la). Durch eine Verbesserung der Farbmethode gelang es, die 
noch bestehenden Unklarheiten zu beseitigen, die sich vor allem auf die Lage 
der Insertionsstelle einiger 
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lyse schon bekannten Typen 
Nr. 1, 11 und 12 die Chro- 
mosomen Nr.2 und 6 er- 
wahnt werden. Das Chro- 
mosom Nr. 2 besitzt — wie 
der Typus Nr.11 — ein 
dreigeteiltes heterochroma- 
tisches Mittelsegment, laBt 
sich jedoch auf Grund seines 
symmetrischen Baues leicht vom Chromosom Nr. 11 unterscheiden. Der Typus 
Nr. 6 hebt sich durch seine extrem submedian gelegene Insertion deutlich von allen 
anderen Chromosomen des Genoms ab, er besitzt auBerdem in der Mitte seines langen 
euchromatischen Endes ein mittelgroBes, isoliertes Chromomer. Es sind ferner im 
Genom vier in ihrer Grundstruktur etwa iibereinstimmende Chromosomentypen 
vorhanden, die sich durch die Anzahl ihrer Makrochromomeren bzw. durch das 
Vorhandensein oder Fehlen isolierter Makrochromomeren in den euchromatischen 
Regionen ihrer langen Schenkel unterscheiden (Chromosomen Nr. 3, 7, 8 und 10). 
Das heterochromatische Segment des Chromosoms Nr. 3 ist im langen Schenkel 
durch das Vorhandensein kurzer euchromatischer Zonen in einer sehr charakte- 
ristischen Weise aufgegliedert. Es handelt sich dabei um ein konstantes Struktur- 
merkmal, das nicht nur im Chromosom Nr. 3 aller untersuchten Tomatensorten, 
sondern auch in einigen der Tomate sehr nahestehenden Solanum-Arten auftritt. 

Fiir den Vergleich verschiedener Tomatensorten sind die Chromosomen Nr. 1, 2, 
6, 11 und 12 ausgewahlt worden. Diese Typen wurden in der Varietat rosarigerum, 
38a 














Abb. 1. Schematische Darstellung der Pachytanchromo- 

somen der Handelssorte ,,Kénig Humbert‘ von Solanum 

lycopersicum. Die Zahlen iiber den heterochromatischen 

Segmenten geben die Anzahl der Strukturelemente dieser 

Region an. Es bedeuten: 2: Zwei Makrochromomeren; 
2m: Zwei mittelgroBe Chr 

(2): Zwei Mikrochromomeren. 
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ferner in den Handelssorten ,,Kénig Humbert“, ,,Mikado“ und ,,Rheinlands Ruhm* 
analysiert. In weiteren 12 Sorten wurde die Feinstruktur des Satellitenchromo- 
soms ermittelt. 


a) Die Struktur der Satellitenchromosomen verschiedener Tomaten- 
sorten. Schon bei einem fliichtigen Vergleich der Nucleolenchromosomen 
verschiedener Tomatensorten fallen strukturelle Unterschiede dieses 
Typus auf; sie erstrecken sich vornehmlich auf die Region des Satelliten 
und der achromatischen Zone. In der Abb. 2 ist die Struktur der SAT- 
Chromosomen von insgesamt 19 Tomatensorten bzw. -staémmen schema- 
tisch wiedergegeben. Die senkrechte Linie stellt die Grenze zwischen 
dem heterochromatischen Segment und der achromatischen Zone bzw. 
— wenn diese fehlt — dem Satelliten dar. 


Die Nukleolenchromosomen der Sorte ,,Triumph“ und des Stammes 100 be- 
sitzen iiberhaupt keinen ais besonderes Strukturelement in Erscheinung tretenden 
Satelliten, es ist auch keine achromatische Zone ausgebildet. Offenbar hat der 
Satellit bei diesen beiden Sorten die GréBe und Gestalt eines normalen Makro- 
chromomers. Es folgt in der Abb. 2 eine Gruppe von 4 Sorten, deren SAT-Chromo- 
somen keine mikroskopisch faBbare achromatische Zone besitzen. Innerhalb 
dieser Gruppe sind die Rassen nach der Lange des Satelliten geordnet. Das 
Nukleolenchromosom der Handelssorte ,, Blondképfchen‘‘ ahnelt dem von ,, Triumph‘ 
sehr, der Satellit entspricht gréBenordnungsmaBig etwa einem Makrochromomer, 
laBt sich jedoch deutlich als Satellit und damit als Strukturelement des Chromo- 
soms erkennen. Bei den folgenden Sorten treten zum Teil erheblich langgestreckte 
Satelliten auf, die z. B. bei der Handelssorte ,,Sieger“‘ eine Lange von 8,5 u erreichen. 
Damit ist der Satellit langer als der Durchmesser des Nukleolus, der im Pachytan- 
kern eines Quetschpraparates bei etwa 6 liegt. Der Querdurchmesser der Sa- 
telliten entspricht in den meisten Fallen dem des heterochromatischen Mittelteils. 
Obwohl sich in den SAT-Chromosomen der Sorten ,,HxpreB“, ,,Sieger“ und des 
Stammes 2 von S. lyc. var. rosarigerum keine achromatische Zone nachweisen laBt, 
kann die Grenze zwischen dem Satelliten und dem heterochromatischen Segment 
des Chromosoms ermittelt werden: In besonders giinstig gelagerten Fallen lassen 
die lang ausgebildeten Satelliten eine gut sichtbare Chromomerenstruktur erkennen, 
der Satellit weist aber offenbar gegeniiber dem heterochromatischen Mittelteil 
einen starkeren Kontraktionsgrad auf. Dadurch werden die Strukturelemente des 
Satelliten -—— es sind ebenfalls Makrochromomeren — so eng aneinandergepreBt, 
daB sie in der Regel nicht mehr als isolierte Kérper in Erscheinung treten und 
infolgedessen mikroskopisch auch nicht erfaBt werden kénnen. Der Satellit wird 
also haufig als strukturloser Block heterochromatischer Substanz erscheinen, es 
sei jedoch mit Nachdruck darauf hingewiesen, daB er es nicht ist. Die Grenze 
zwischen dem Satelliten und der heterochromatischen Zone 14Bt sich also dadurch 
ermitteln, daB mit Beginn des heterochromatischen Segments eine deutliche 
Chromomerengliederung sichtbar wird, die dem Satelliten in der Regel fehlt. 

Die zweite, gréBere Gruppe von Tomatensorten besitzt eine mikroskopisch deut- 
lich sichtbare achromatische Zone, die in ihrer Lange von knapp 1, (,,Bonner Beste“, 
»rihrot) bis etwa 2,5 variieren kann (Stamm 1 von Sol. lyc. var. rosarigerum). 
Die Satelliten der Sorten, die in diese Gruppe gehéren, zeigen wiederum erhebliche 
Langenunterschiede, die beiden Extreme sind in den Rassen ,,Bonner Beste‘‘ und 
Mikado“ realisiert. Aus der Zeichnung geht hervor, da8 keine Beziehung zwischen 
der Lange der achromatischen Zone und der Lange des Satelliten besteht. Es 
kann auf eine nur gering ausgebildete oder fehlende achromatische Zone ein langer 
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Satellit folgen (,,Sieger“, ,,Frithrot“), andererseits kann eine relativ lang aus- 
gebildete achromatische Zone an ihrem Ende einen kurzen Satelliten tragen 
(,,Roter Zwerg). Eine gewisse Sonderstellung in bezug auf die Ausgestaltung des 
Satelliten nimmt das Nukleolenchromosom der Sorte ,,Rheinlands Ruhm“ ein. 
Der Satellit ist bei dieser Handelssorte aus 2 heterochromatischen Partien ver- 
schiedener GréBe zusa gesetzt, die durch eine kurze euchromatische Briicke 
voneinander getrennt sind. 
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Abb. 2. Die Struktur des Satellitenchromosoms verschiedener Varietéten, Handelssorten 
bzw. Zuchtstimmen der Species Solanum lycopersicum. Die senkrechte Linie stellt die 
Grenze zwischen dem heterochromatischen Segment und der achromatischen Zone bzw. 
— wenn diese nicht ausgebildet ist — dem Satelliten dar. Es lassen sich vor allem im 
Bereich des Satelliten und der achromatischen Zone starke strukturelle Differenzen zwischen 
den Nukleol verschiedener Rassen feststellen. Die Lange der achromati- 
schen Zone variiert bei den untersuchten Sorten zwischen 0 und 2,5 4, die des Satellitep 
zwischen 0 und 8,5 u. 





Die Lange der achromatischen Zone und besonders die des Satelliten kann 
innerhalb einer Sorte — vor allem beim Vorhandensein groBer Satelliten — stark 
variieren. Zunachst muB erwahnt werden, daB sich in den Sorten, deren Nukleolen- 
chromosom eine gut ausgebildete achromatische Zone besitzt, diese Region nicht 
in allen Individuen des SAT-Chromosoms mikroskopisch erfassen laBt. Anderer- 
seits kann eine nur sehr kurz ausgebildete achromatische Zone in Verbindung mit 
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dem fiir die meisten Solanaceen charakteristischen Umformungsproze8 des Nu- 
kleolus (GoTTrscHALK 1951b) in anomaler Weise verlingert werden und zu fal- 
schen Schliissen verleiten. Man erhalt zuverlissigere Werte, wenn man fiir die 
Messungen Satelliten verwendet, bei denen der Umwandlungsproze8 ihrer Nu- 
kleolen bereits abgelaufen ist. Die Variabilitat der Satellitenlange wurde am 
SAT-Chromosom der Handelssorte ,,Mikado“ untersucht. Die Ergebnisse von 
insgesamt 50 Messungen sind in der Abb. 3 graphisch dargestellt. Auf der Abszisse 
sind die Langen der Satelliten aufgetragen, die Ordinate enthalt die Anzahl der 
Satelliten, die fiir die verschiedenen Langenklassen ermittelt wurden. Die Langen 
variieren zwischen 4 und 13, der Mittelwert liegt bei etwa 10u. Die Kurve ist 
eine typische Binominalkurve. Die Satelliten des Nukleolenchromosoms dieser 
Handelssorte zeigen eine deutliche Chromomerenstruktur, sie sind aus etwa 

15 Makrochromomeren zusam- 
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Abb. 3. Die Variabilitat der Lange des Satelliten 2U™ Teil erheblichen Langen- 
von 50 Nukleol ymen der Handelssorte differenzen in erster Linie 
»»Mikado‘* von Solanum lycopersicum. Unterschiede im Spiralisations- 


grad angenommen werden. 


Es sind bislang nur der Satellit und die achromatische Zone der 
Nukleolenchromosomen verschiedener Tomatensorten vergleichend be- 
handelt worden. Es sollen nunmehr nach den gleichen Gesichtspunkten 
auch die anderen Regionen dieses Chromosomentypus betrachtet werden. 
Auffailenderweise zeigen sie bei allen untersuchten Handelssorten eine 
weitgehende strukturelle Ubereinstimmung. Die Schemazeichnung 
(Abb. 2) fiihrt insofern etwas irre, als fiir die Lange der heterochromati- 
schen Segmente die Mittelwerte aus vielen Messungen verwendet wurden. 
Die meBbare Lange einer bestimmten Chromosomenregion ist aber von 
ihrem Spiralisationsgrad abhingig. Wie bereits betont wurde, lauft die 
Spiralisation eines bestimmten Chromosoms nicht nur in den Zellen 
verschiedener Antheren, sondern sogar in benachbarten Zellen der glei- 
chen Anthere verschieden schnell ab. Es ist also von vornherein eine 
groBe Variabilitét der Langen der heterochromatischen Segmente der 
Nukleolenchromosomen verschiedener Tomatensorten zu erwarten. Zu- 
verlissigere Vergleichsméglichkeiten ergeben sich, wenn wir nicht die 
Durchschnittslingen, sondern die Anzahl der Makrochromomeren ver- 
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wenden. Sie ist in der Zeichnung jeweils iiber den heterochromatischen 
Segmenten angegeben. 

Die Chromomerenzahlen liegen in beiden Schenkeln bei etwa 5—6; im kurzen 
Schenkel treten bei den Sorten ,,Bonner Beste“ und ,,Yellow Pear shaped“ teil- 
weise nur 4 Makrochromomeren auf, eine Zahl, die gerade noch in der als normal 
zu bezeichnenden Streubreite liegt. Die einzige, anscheinend gesetzmaBige Aus- 
nahme 1aBt sich lediglich bei den SAT-Chromosomen der 3 Stamme von 4. lyc. 
var. rosarigerum feststellen. Ihre Chromomerenzahlen liegen im langen Schenkel 
mit 7—9 deutlich iiber der Anzahl aller anderen untersuchten Sorten. Es wird 
spater noch naher auf diese Varietat eingegangen werden, sie weicht auch im Bau 
ihrer anderen Chromosomen in einer charakteristischen Weise von den Satzen 
der bearbeiteten Tomatensorten ab. Erwahnt sei noch eine strukturelle Besonder- 
heit, die in den Nukleolenchromosomen der Sorten ,,¥zpreB“, ,, Triumph“, ,,Kénig 
Humbert“, ,, Yellow Pear shaped“ und des Stammes 100 auftritt. Hier ist im hetero- 
chromatischen Segment des langen Schenkels das der Insertion benachbarte 
Makrochromomer durch das Auftreten einer kurzen euchromatischen Briicke deut- 
lich von den anderen Chromomeren dieser Region abgesetzt. Die euchromatischen 
Enden der Nukleolenchromosomen der untersuchten Tomatensorten miissen im 
Rahmen der durch Spiralisationsunterschiede verursachten Differenzen als in 
ihrer Lange iibereinstimmend angesprochen werden. 


B) Der Vergleich anderer charakteristischer Chromosomen der Genome 
verschiedener Tomatensorten. Im AnschluB an den Vergleich der Satel- 
litenchromosomen verschiedener Tomatensorten seien noch einige andere, 
durch spezifische Strukturmerkmale charakterisierte Chromosomen der 
untersuchten Rassen der Species Solanum lycopersicum miteinander ver- 
glichen. Es wurden hierzu die Typen Nr. 2, 6, 11 und 12 der Sorten 
»K6nig Humbert’, ,, Mikado“, ,,Rheinlands Ruhm“ sowie der Varietat 
S. lyc. var. rosarigerum ausgewahlt. 


Diese 4 Sorten sind in der Abb. 4 einander gegeniibergestellt, die Zeichnung 
enthalt auch die Nukleolenchromosomen noch einmal. Der Vergleich der erwaihnten 
Chromosomentypen ergibt wohl die erwartete weitgehende Ubereinstimmung ihrer 
Struktur, es lassen sich jedoch bei exakter Erfassung aller mikroskopisch sicht- 
baren Strukturmerkmale geringe Differenzen feststellen. So stimmen z. B. die 
Chromosomen Nr. 2 der vier Sorten in den beiden links gezeichneten heterochroma- 
tischen Partien etwa iiberein, wahrend im rechten Segment deutliche Unterschiede 
in der Feinstruktur nachweisbar sind. Der Typus Nr. 2 von ,,Mikado“ und ,,Kénig 
Humbert“ besitzt in dieser Region nur 1 Makrochromomer, im Anschlu8 daran 
finden sich bei ,,Kénig Humbert“ 2, bei ,,Mikado“ 3 mittelgroBe Chromomeren. 
Die gleiche Region ist bei ,,Rheinlands Ruhm“ und der Varietat rosarigerum deut- 
lich anders strukturiert: hier sind bereits 2—3 Makrochromomeren vorhanden, 
dariiber hinaus besitzt das Chromosom Nr. 2 der Varietat rosarigerum in dieser 
Region noch 4—5 mittelgro8e Chromomeren. Das bedeutet also, daB der Typus 
Nr. 2 dieser Varietét einen stérker heterochromatischen Charakter besitzt als die 
entsprechenden Chromosomen der anderen 3 Handelssorten. Er besitzt insgesamt 
etwa 15 heterochromatische Strukturelemente, waihrend es bei ,,Kénig Humbert“ 
nur 1i sind. Ganz ahnliche Verhiltnisse liegen beim Chromosom Nr. 6 vor. Schon 
im heterochromatischen Anteil des kurzen Schenkels dieses Typus sind Differenzen 
vorhanden, es treten bei den untersuchten Sorten 1 oder 2 Makrochromomeren 
auf. Im langen Schenkel sind die Unterschiede wesentlich deutlicher: Wahrend 
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die Chromomerenzahlen bei ,,Kénig Humbert‘, ,,Rheinlands Ruhm“ und“S, lye. 
var. rosarigerum zwischen 11 und 14 liegen, variieren sie bei der Handelssorte 
,. Mikado“ zwischen 14 und 17. Ganz analoge Unterschiede sind beim Chromosom 
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Abb. 4. Der Vergleich der Struktur der Chromosomentypen Nr. 1, 2, 6, 11 und 12 von 
vier verschiedenen Tomatensorten. 


Nr. 12 nachweisbar. Das Chromosom Nr. 11 weist von allen analysierten Typen 
der untersuchten Sorten die geringsten Differenzen auf. { 


Die einander entsprechenden Chromosomen verschiedener Handels- 
sorten der Tomate stimmen also in ihrem strukturmorphologischen 
Charakter iiberein, sie zeigen jedoch geringe Differenzen in ihrer Fein- 
struktur, die sich auf die Anzahl und die GréBe der Strukturelemente 
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der heterochromatischen Segmente beziehen. In diesem Zusammen- 
hang muB noch naher auf die Varietat rosarigerum eingegangen werden. 
Die Chromosomen dieser Varietét besitzen héhere Chromomerenzahlen 
als ihre Homologen der anderen bearbeiteten Tomatenrassen. AuBerdem 
tritt im Genom ein voéllig neuer Chromosomentypus auf, der weder bei 
anderen Tomatensorten noch bei den untersuchten Wildformen der 
Tomate nachgewiesen werden konnte (Chromosom Nr. 7, Abb. 5). 
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Abb. 5. Das Genom der Varietat rosarigerum von Solanum lycopersicum (n = 12, H = 16). 
Der Typus Nr. 7 tritt in den anderen bearbeiteten Tomatenrassen nicht auf. 


Das extrem lange Chromosom besitzt einen durch die Insertion und eine kurze 
euchromatische Partie dreigeteilten heterochromatischen Mittelteil. In einiger Ent- 
fernung davon befindet sich im langen euchromatischen Ende eine Gruppe von 
5—6 mittelgroBen Chromomeren. Auch in der euchromatischen Region des kurzen 
Schenkels sind 2 isolierte Makrochromomeren vorhanden. Von den 12 Chromo- 
somen des Genoms konnten 10 als etwa iibereinstimmend mit den entsprechenden 
Typen der Genome anderer Tomatensorten identifiziert werden. Es wurden jedoch 
nicht die Chromosomen Nr. 4 und 7 von Solanum lycopersicum aufgefunden. Theo- 
retisch miiBte das Chromosom Nr.7 der Varietaét rosarigerum also einem dieser 
beiden Chromosomen entsprechen, es lassen sich jedoch keine strukturellen Ge- 
meinsamkeiten feststellen. Diese zunachst unverstandliche Tatsache 1i8t sich 
wohl nur so interpretieren, daB ein bestimmtes Chromosom des Tomatengenoms 
bei einer oder bei wenigen Formen im Verlauf einer relativ kurzen phylogenetischen 
Entwicklungsperiode eine sich strukturell auswirkende Sonderentwicklung er- 
fahren hat, die bei den anderen Tomatensorten unterblieben ist. Tm Verlauf dieser 
Entwicklung ist nicht nur eine Veranderung des heterochromatischen Anteils dieses 
Chromosomentypus erfolgt, sondern es muB8 auch eine erhebliche Veranderung 
seiner Gesamtlinge und damit auch der euchromatischen Komponente zustande 
gekommen sein. Eine Erklarung fiir dieses Phanomen kann noch nicht gegeben 
werden. Kreuzungen der Varietat rosarigerum mit anderen Tomatensorten und die 
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Analyse des Pachytans dieser Bastarde werden médglicherweise in dieser Frege 
Klarheit schaffen. 

Das abweichende Chromosom Nr.7 ist in den der Tomate sehr 
nahestehenden Wildformen Solanum pimpinellifolium, S. humboldiii und 
S.tomatillo nicht vorhanden. Die Genome dieser 3 eben genannten 
Arten stimmen mit dem Tomatengenom weitgehend tiberein. Daraus 
resultiert die etwas iiberraschende Tatsache, daB die chromosomen- 
strukturelle Ubereinstimmung verwandter Arten mit der Tomate gréBer 
ist als die Ubereinstimmung einer Varietét mit ihren doch zweifellos 
enger verwandten T'omatensorten. 


b) Die Pachytiingenome anderer Arten der Gattung Solanum. 


Von der Gattung Solanum wurden insgesamt 29 Species bearbeitet, 
darunter. 9 polyploide Arten mit = 24 bzw. n = 36 Chromosomen. 
Die Unterteilung der Gattung wurde nach der Heterochromasiezahl 
der untersuchten Species vorgenommen. Dabei wurden verschiedene 
Arten zu Gruppen zusammengefaBt. Es werden zunachst die diploiden 
Species behandelt. Innerhalb der 20 bearbeiteten diploiden Arten wurden 
die Tomate und ihre Wildformen zu einer Gruppe vereinigt. Eine 
2. Gruppe besteht aus Species, deren Heterochromasiezahlen etwa mit 
den Arten der Tomatengruppe iibereinstimmen oder nur wenig dariiber 
liegen, die jedoch in ihrem Habitus und im Bau ihrer Chromosomen 
schon deutlich von der Tomatengruppe abweichen. Eine 3. Gruppe 
schlieBlich umfaBt Arten mit héheren Heterochromasiezahlen. Am Ende 
dieses Abschnittes werden die untersuchten polyploiden Arten behandelt. 


a) Allgemeine Charakteristik der Genome. 


Solanum pimpinellifolium (= S. racemigerum), S. humboldtii, 
S. tomatillo, S. hirsutum, S. peruvianum. 


Die in diesem Kapitel behandelten Solanum-Arten zeigen in ihrem 
Habitus deutliche verwandtschaftliche Beziehungen zur heutigen Kultur- 
tomate. Es handelt sich um kleinfriichtige Arten, die zum Teil als 
Wildformen von Solanum lycopersicum angesprochen werden und die 
vor allem in der Resistenzziichtung vielfach als Kreuzungspartner der 
Kulturtomate Verwendung finden. 

Vergleicht man die Genome dieser Arten mit Solanum lycopersicum, 
so 14Bt sich eine weitgehende Ubereinstimmung der Struktur einander 
entsprechender Chromosomen in allen Genomen feststellen (Abb. 6—11). 
Das gilt besonders fiir diejenigen Chromosomen, die auf Grund spezifi- 
scher Strukturmerkmale fiir vergleichend zytologische Untersuchungen 
besonders geeignet sind, némlich fiir die Typen Nr. 1, 2, 6, 11 und 12. 
Bei einigen dieser Chromosomen lassen sich in den verschiedenen Ge- 
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nomen geringfiigige strukturelle Differenzen nachweisen. Sie sind beim 
Chromosom Nr.1i von besonderem Interesse und werden in einem 


eigenen Kapite!l behandelt. 


Ein besonders augenfalliger 
Beweis fir die Ubereinstim- 
mung der Chromosomensitze 
der Species Solanum lycopersi- 
cum, S.humboldtit und S.toma- 
tillo liegt im Vorhandensein des 
Chromosoms Nr. 3. Dieser sehr 
charakteristische Typus 1aBt 
sich nur dann mit Sicherheit 
erkennen, wenn seine struk- 
turellen Eigenarten — es han- 
delt sich um kurze euchroma- 
tische Briicken im heterochro- 
matischen Anteil des langen 
Schenkels — noch in voller 
Klarheit im Chromosomenbau 
in Erscheinung treten. Das ist 
in den Genomen der 3 eben ge- 
nannten Arten der Fall und 
kann als zytologischer Beweis 
fiir die sehr enge Verwandt- 
schaft dieser Species gewertet 
werden. Wenn es auch nicht 
méglich war, die Satze der 
5 Arten der Tomatengruppe 
vollstandig zu analysieren — es 
konnten je Satz nur 10 oder 11 
der vorhandenen 12 Chromo- 
somen identifiziert werden — 
so l4Bt sich doch mit Sicher-. 
heit sagen, daB in den Genomen 
der Species S. pimpinellifolium, 
S. humboldtit und S. tomatillo 
kein Chromosomentypus auf- 
tritt, der nicht auch im Satz 
von Solanum lycopersicum vor- 
handen ist. 

Eine interessante Stellung 
innerhalb der Tomatengruppe 
nehmen die beiden Arten So- 
lanum hirsutum und S. peru- 
vianum ein. Das Genom von 
Solanum hirsutum (Abb. 9) 
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Abb. 6. Solanum pimpinellifolium (n = 12, 


H = 14). 
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Abb. 7. Solanum humboldtii (n = 12, H = 16). 


zeigt gegentiber den eben besprochenen Species in einigen Chromosomen kleine, 
aber deutliche strukturelle Unterschiede, die sich im wesentlichen auf die Zu- 
sammensetzung der heterochromatischen Mittelsegmente beziehen. Eine volle 
Ubereinstimmung mit Solanum lycopersicum ist bei den Chromosomen Nr. 1, 
4,7, 9, 10 und 12 vorhanden, wahrend die Typen Nr. 5, 6, 8 und 11 zum 


Teil recht interessante Abweichungen zeigen. Das wichtigste Charakteristikum 
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des Genoms liegt darin, daB ein véllig neuer, in den Satzen von Solanum lyco- 
persicum, S. pimpinellifolium, S.humboldtii und S. iomatillo nicht vorhandener 
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Abb. 9. Solanum hirsutum (n = 12, H = 14). Der lange Schenkel des Typus Nr. 3 konnte 
nicht in seiner gesamten Ausdehnung erfaBt werden. 


Chromosomentypus auftritt, das Chromosom Nr. 9. Es handelt sich um ein sehr 
langes, asymmetrisch gebautes Chromosom, das vor allem durch die charakteristi- 
sche Struktur seines kurzen Schenkels auffallt. Das Chromosom hat eine gewisse 
Ahnlichkeit mit dem Typus Nr. 7 des Satzes der Varietat rosarigerum, das — wie 
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bereits erwahnt wurde — in keiner anderen der untersuchten Tomatensorten vor- 
handen ist. Es ist anzunehmen, daB die Chromosomen Nr. 9 von Solanum hirsutum 
und Nr.7 der Varietat rosarigerum einander homolog sind. Sie stimmen in ihrem 
Grundbauplan iiberein, zei- 
gen jedoch in ihrem Feinbau 
gewisse strukturelle. Abwei- 
chungen: Im Chromosom 
Nr.7 der Varietat rosarigerum 
sind Partien, die im ent- 
sprechenden Chromosom des 
Satzes von Solanum hirsutum 
in Form kleiner bis mittel- 
groBer Chromomeren vorlie- 
gen, als regulare heterochro- 
matische Partien vorhanden. 
Das ist vor allem im hetero- 
chromatischen Abschnitt de 3 ce : 
kurzen Schenkels der Fall. In oe A ee ee ee 

der euchromatischen Zone des 4p. 10. Der Typus Nr.11 von Solanum hirsutum. 
langen Schenkels 1a8t sich Das Chromosom besitzt im langen Schenkel nur 
bei Solanum hirsutum nur 1 Makrochromomer (2250fach). 

ein isoliertes, relativ kleines 

Chromomer nachweisen, wahrend in der entsprechenden Zone des Chromosoms 
Nr. 7 der Varietat rosarigerum 5—6 mittelgroBe Chromomeren vorhanden sind. 
Von groBem Interesse ist ferner der Vergleich der Chromosomen Nr. 11. Wéhrend 
der heterochromatische Mittelteil 

dieses Typus bei den Arten 8. hum- 05 Db DB 0 8 on 
boldtit, S. pimpinellifolium und 8. 
tomatillo aus 2 etwa gleichwertigen 74 Ca £8 
Segmenten besteht, besitzt das 2023 56 (1) 
Chromosom bei Solanum hirsutum | 27 


























nur im kurzen Schenkel eine voll- | 34 $724) m 
wertige heterochromatische Partie. 7-8 7-9 
Im langen Schenkel ist nur ein | 47 
Makrochromomer als Begrenzung | 5-4 ; 
der Insertion vorhanden, an das 2 v7 @ 
sich 4—5 Mikrochromomeren an- | *7 
schlieBen (Abb. 10). ra fo aa 

Die Species Solanum peruvia- 56 h-16 
num (Abb. 11) zeigt eine enge Ver- o7 

72n23_~10 _ 


wandtschaft zu S. hirsutum. Die 9- 
beiden Arten stimmen nicht nur 4-5 810 7 
in ihrem Habitus, sondern auch r: 
im Bau ihrer Chromosomen weit- | 7- BR ow illin 
gehend iiberein. Es konnten die U-12 0-8 
Chromosomen Nr. 1 und 4—12 al 
identifiziert werden; es wurden 
nur geringfiigige Unterschiede in 
der Zusammensetzung ihrer hetero- Abb. 11. Sol peruvi (n = 12, H = 14). 
chromatischen Segmente gegen- 

iiber den entsprechenden Chromosomen des Satzes von S. hirsutum aufgefunden. 
Nach einer Beobachtung von LEsLEy (1935) sollen im Genom von 8. peruvianum 
2 Satellitenchromosomen vorhanden sein, von denen jedoch nur eines einen 
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Nukleolus zu bilden vermag. Dieser Befund konnte nicht bestatigt werden. AuBer 
dem normalen Nukleolenchromosom ist kein weiterer Typus im Satz vorhanden, 
der auf Grund seiner Struktur als SAT-Chromosom bezeichnet werden kénnte. 

Zusammenfassend kann fir die Arten der Tomatengruppe fest- 
gestellt werden, daB sie in der Struktur ihrer Chromosomen weitgehend 
iibereinstimmen oder doch nur geringe Abweichungen zeigen, die im 
Rahmen derjenigen Differenzen liegen, die bei den verschiedenen Sorten 
der Species Solanum lycopersicum auftreten. Grundsatzlich neue Chro- 
mosomentypen treten — mit Ausnahme des Chromosoms Nr.9 der 
Species S. hirsutum und S. peruvianum — in den genannten Arten nicht 
auf. Es lauft also einer weitgehenden habituellen Ubereinstimmung 
eine entsprechende Ubereinstimmung der Chromosomenstruktur parallel. 

Ein zytologischer Vergleich der Tomate mit ihren Wildformen wurde bereits 
von anderen Autoren durchgefiihrt, zum Teil jedoch an Hand von Schnittprapa- 
raten, die keine exakte Erfassung struktureller Feinheiten gestatten. So unter- 
sucht Ariry (1933) Wurzelspitzen von S.lycopersicum und S. pimpinellifolium 
und findet weder im Verhalten noch in der Morphologie der Chromosomen beider 
Arten Unterschiede. Zu etwas anderen Ergebnissen kommt Humpurey (1937). 
Er vergleicht ebenfalls die Metaphasechromosomen aus Wurzelspitzen der beiden 
genannten Arten und stellt deutliche GréBenunterschiede fest. Die Metaphase- 
chromosomen von S. pimpinellifolium sind wesentlich kleiner als diejenigen von 
S. lycopersicum. Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Analysen der 
Pachytangenome der genannten beiden Species lassen keine gesetzmaBigen Dif- 
ferenzen in der Chromosomenlange erkennen. Méglicherweise sind Unterschiede 
im Spiralisationsgrad der Chromosomen vorhanden, die in der Metaphase GréBen- 
differenzen zur Folge haben. In neuerer Zeit hat Barton (1951) ahnliche Unter- 
suchungen mit modernster Prapariertechnik an Pachytankernen durchgefiihrt 
und hat anscheinend die gleichen Ergebnisse erhalten wie sie auch in der vorlie- 
genden Arbeit gewonnen wurden. Er erwahnt, daB die Pachyténgenome von 
S. pimpinellifolium und S.cerasiforme dem Tomatengenom sehr ahnlich sind. 
Die Chromosomen von 8. hirsutum und 8. peruvianum hingegen zeigten erheblich 
gréBere Abweichungen, es lieBen sich jedoch noch einige Chromosomen als der 
entsprechenden Tomatenchromosomen homolog erkennen. Nahere Angaben iiber 
die Art dieser strukturellen Differenzen sind nicht gemacht. 


Solanum chacoense, S. caldasii, S.gilo raddi, 8. dulcamara, 
S. sodomaeum, 8. rostratum, S.infundibuliforme, S. echegarayi. 


Im AnschluB an die Tomatengruppe sollen einige Solanum-Arten 
behandelt werden, in deren Genomen noch mehrere Chromosomen vor- 
handen sind, die in gleicher oder doch nur geringfiigig veranderter 
Struktur auch im Satz von Solanum lycopersicum und seiner engsten 
Verwandten auftreten. Es sind also noch deutliche verwandtschaftliche 
Beziehungen zwischen den Arten der beiden Gruppen vorhanden. Die 
gesonderte systematische Stellung der im vorliegenden Abschnitt 
behandelten Species ist jedoch dadurch gerechtfertigt, daB in ihren 
Genomen bereits véllig neue Chromosomentypen auftreten, die in der 
Tomatengruppe nicht nachweisbar sind. 
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Solanum chacoense (H = 15) gehért zu den 12chromosomigen tuberaren So- 
lanum-Arten. Sie steht von den in diesem Kapitel behandelten Species den Arten 
der Tomatengruppe am nichsten, stimmt sie doch in mindestens 7 Chromosomen 
unverkennbar mit dem Tomatengenom iiberein, namlich den Chromosomen Nr. 1, 


3, 7, 8, 10, 11 und 12 (Abb. 12). 
Fiir vergleichende Betrachtungen 
ist es von Interesse, daB ein struk- 
turell so charakteristischer Typus wie 
das Chromosom Nr.3 von 8. lyco- 
persicum mit seinem aufgegliederten 


heterochromatischen Mittelteil mit . 


nur geringen Abweichungen im Ge- 
nom von 8. chacoense auftritt. Auch 
die strukturellen Differenzen der 
anderen 6 eben genannten Chromo- 
somen sind gegeniiber ihren Homo- 
logen der Tomatengruppe unbedeu- 
tend, sie erstrecken sich auf die 
Anzahl der Makrochromomeren im 
Heterochromatin oder auf das Auf- 
treten isolierter Chromomeren im 
Anschlu8 an die heterochromatische 
Region des langen Schenkels (Chro- 
mosom Nr. 7 und 8). Das Chromo- 
som Nr.6 kann man ohne Zwang 
dem Typus Nr. 2 der Tomate homo- 
log setzen, wenn man annimmt, daB 
die im Heterochromatin des rech- 
ten Schenkels vorhandene euchro- 
matische Zone durch die Ausbildung 
von Makrochromomeren verandert 
worden ist. Es wird in einem spa- 
teren Kapitel erwiesen werden, daB 
diese Annahme unter gewissen Vor- 
behalten berechtigt ist. 

Als zweite tuberare Solanum-Art 
wurde Solanum caldasii (H = 14) 
analysiert (Abb. 13). Von den 10 
identifizierten Chromosomen sind 6 
mit geringen strukturellen Abwei- 
chungen auch im Satz von S. lyco- 
persicum vorhanden (Nr. 6—11). 
Das Satellitenchromosom zeigt ge- 
geniiber den Nukleolenchromosomen 
der Tomatengruppe starke struk- 
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Abb. 12. Solanum chacoense (n = 12, H = 15). 
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Abb. 13. Solanum caldasii (n = 12, H = 16). 


turelle Differenzen, die Deutung seiner Struktur bereitet einige Schwierigkeiten. 
Der kurze Schenkel besteht aus 3—4 Chromomeren, von denen die beiden der 
Insertion angrenzenden von mittlerer GréBe sind. Nur die beiden endstandigen 
Chromomeren sind als echte Makrochromomeren ausgebildet, sie stellen wahr- 
scheinlich den Satelliten dar. Eine achromatische Zone 1a8t sich nicht nach- 
weisen. Nach dieser Deutung ware der kurze Schenkel des Nukleolenchromosoms 
von 8. caldasit von auffallend geringer Ausdehnung. Die gleichen Verhiltnisse 


liegen bei 8. aviculare vor und kénnen dort als gesichert betrachtet werden. 
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Das Genom von Solanum gilo raddi (H = 15) zeigt ebenfalls noch in vielen 
seiner Chromosomen deutliche Beziehungen zu den Sitzen der Tomatengruppe. 
Die Chromosomen Nr. 1, 7, 9, auch die Typen Nr. 11 und 12 kénnen ohne Schwierig- 
keit den entsprechenden Chromosomen von S. lycopersicum homolog gesetzt 
werden (Abb. 14). Im Genom dieser Species treten jedoch sehr charakteristische 
neue Chromosomentypen auf, die in den Genomen der Tomatengruppe nicht auf- 
gefunden wurden. Es handelt sich um asymmetrisch gebaute Chromosomen, 
derer kurzer Schenkel ein langes heterochromatisches Segment besitzt, wahrend 
im langen Schenkel nur wenige Makrochromomeren lokalisiert sind. Derartige 
Chromosomentypen finden sich in den Genomen vieler Solanum-Arten, sie werden 
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Abb. 14. Solanum gilo raddi (n = 12, H = 15). 


in der Arbeit auf Grund. ihres charakteristischen Bauplans als K-L-K-L-Typen 
bezeichnet. Diese Signatur soll die Folge der chromatischen Zonen wiedergeben: 
kurzes euchromatisches Ende — langes heterochromatisches Segment — (Inser- 
tion) — kurze heterochromatische Zone — langes euchromatisches Ende. Im 
Genom von S. gilo raddi sind 4 derartige Typen vorhanden (Nr. 2, 3, 11, 12), von 
denen sich nur die Chromosomen Nr. 11 und 12 mit den entsprechenden Typen 
des Tomatengenoms identifizieren lassen. 

Das Chromosom Nr. 8 hebt sich wegen einer Reihe isolierter Makrochromo- 
meren im langen Schenkel deutlich von allen anderen Chromosomen des Satzes 
ab. Von besonderem Interesse ist die Struktur des Chromosoms Nr. 11, das mit 
groBer Wahrscheinlichkeit dem Typus Nr. 11 der Tomatengruppe homolog ist. 
Es besitzt im kurzen Schenkel eine h6here Chromomerenzahl als das entsprechende 
Tomatenchromosom, im langen Schenkel sind im Anschlu8 an das heterochromati- 
sche Segment noch 7—8 Mikrochromomeren vorhanden. Eine vergleichend zyto- 
logische Betrachtung des Pachytaéngenoms von S. gilo raddi mit den Satzen der 
Tomatengruppe erbringt somit eine noch deutlich erkennbare Homologie in 
8 Chromosomen, wahrend 3 vdllig neue Typen auftreten, von denen sich nicht 
mehr feststellen 148t, welchen Tomatenchromosomen sie entsprechen. 

Der Chromosomensatz von Solanum dulcamara (H = 12) zeigt ebenfalls noch 
einige gemeinsame Merkmale mit den Genomen der Tomatengruppe. Die Pachytan- 














kerne dieser Species sind stark verkniuelt, iso- 
lierte Chromosomen werden nur selten auf- 
gefunden, so daB die Verarbeitung einer groBen 
Anzahl von Pachytanartheren notwendig war, 
um die Analyse des Genoms in der vorliegen- 
den Form durchfiihren zu k6énnen (Abb. 15). Es 
sind in diesem Satz noch 7 Chromosomen vor- 
handen die in den Arten der Tomatengruppe 
in der gleichen oder doch in ahnlicher Struk- 
tur auftreten (Nr. 5—11). Als neuer Typus tritt 
das Chromosom Nr. 3, ein charakteristischer 
K-L-K-L-Typus auf. Auch das Satellitenchro- 
mosom zeigt eine abweichende Struktur, es be- 
sitzt im kurzen Schenkel weniger, im langen 
mehr Makrochromomeren als der fiir die To- 
matengruppe ermittelte Normaltypus. Die aus 
dem Vergleich des Genoms von Solanum dulca- 
mara mit den Satzen der Tomatengruppe ersicht- 
liche Ubereinstimmung ist nicht ohne weiteres 
' verstandlich, denn es handelt sich hier um Arten, 
die sich in ihrer habituellen Gestaltung und 
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Abb. 15. Solanum dulcamara 
(n = 12, H = 12). 


damit in ihrer systematischen Stellung innerhalb der Gattung stark unterscheiden. 
Die Arten Solanum infundibuliforme, 8. rostratum, 8. echegarayi und 8. sodo- 
maeum kénnen zytologisch nur schwierig beurteilt werden, da ihre Pachytankerne 


starke Verknauelungen zeigen. Es 





konnten jeweils nur einige Chro- 
mosomen ihrer Genome identi- 
fiziert werden. Da fiir verglei- 
chende Betrachtungen bei den 
Genomen dieser 4 Species nur 
die Satellitenchromosomen ver- 
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wendet werden kénnen, soll ihre 
Einstufung nach der Struktur 
dieses Chromosomentypus vor- 
genommen werden. Sie entspricht 


Abb. 16. Solanum sodomaeum (n = 12). Die Pachy- 
tankerne dieser Species sind stark verknduelt, es 
konnten nur 2 Chromosomen analysiert werden. 





bei S. sodomaeum noch weit- 
gehend dem fiir die Tomaten- 
gruppe ermittelten Normaltypus 
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(Abb. 16). Leider konnte vom 56 9-0-Lml tm 
Genom dieser Species auBer dem 24 _= 
Nukleolenchromosom nur noch Ve Sue 
ein ausgesprochener K-L-K-L- Cf =f 
Typus identifiziert werden. Das 

Satellitenchromosom von S. ro- Ee 
stratum (Abb. 17) weicht nur un- 5-6 0-133 Im 


bedeutend vom Nukleolenchro- 
mosom der Tomate ab. Von 














den 6 analysierten Chromoso- 
men des Satzes lassen sich die 
Typen Nr. 1, 5, 7 und 8 mit den 


Abb. 17. Solanum rostratum (n = 12, H = 16). 


entsprechenden Chromosomen der Tomatengruppe identifizieren. In den Chromo- 


somen Nr. 2 und 8 sind charakteristische isolierte 
nachweisbar. 
Chromosoma, Bd. 6. 





Chromomeren im langen Schenkel 
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Unter den 8 analysierten Chromosomen des Satzes von Solanum infundibuli- 
forme (H = 14, Abb. 18) sind die Typen Nr. 5, 7 und 10 vertreten, ferner ein stark 
ausgepragter K-L-K-L-Typus, der jedoch auf Grund seiner erheblichen Lange 
wohl dem Chromosom Nr. 12 anderer Solanum-Arten entspricht und einschneidende 
strukturelle Veranderungen erfahren hat. Die wesentlichsten Abweichungen treten 
am Satellitenchromosom in Erscheinung: hier ist der kurze Schenkel extrem kurz 
ausgebildet, er besitzt nur 2—3 Makrochromomeren, wahrend die Chromomeren- 
zahl im langen Schenkel etwas hoher liegt als in den Nukleolenchromosomen der 
Tomatengruppe. 

Das Genom von Solanum echegarayt (H = 17, Abb. 19), von dem nur 5 Chro- 
mosomen analysiert werden konnten, nimmt offenbar eine stark abgeleitete Stel- 
lung innerhalb der Gattung Solanum 
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Abb. 18. Solanum infundibuliforme (n = 12, Abb. 19. Solanum echegarayi (n = 12, 
H = 14). H = 117). 


sehr selten aufgefunden werden. Zunachst sind die Endchromomeren der Chro- 
mosomen deutlich gréBer ausgebildet als bei den anderen Species, sie liegen in 
Form mittel- oder normalgroBer Makrochromomeren vor. Besonders auffallend 
ist jedoch das reichliche Auftreten isolierter Makrochromomeren in den euchro- 
matischen Regionen sowie das Vorhandensein ganzer Zonen kleiner bis mittel- 
groBer Chromomeren, die eine Verbindung zwischen den hetero- und den euchro- 
matischen Regionen im langen Schenkel der Chromosomen Nr. 1 und 8 bilden. 


Solanum aculeastrum, S. atropurpureum, S.melongena, S. heterodoxum 
(= 8. citrullifolium), S. pyracanthum, S. sisymbrifolium. 

Als letzte Gruppe der 12chromosomigen Solanum-Arten seien einige 
Species besprochen, deren Kennzeichen im hohen Heterochromatin- 
gehalt ihrer Pachyténchromosomen liegt. In den Genomen der oben- 
genannten Arten lassen sich kaum noch Beziehungen zu den Satzen der 
zur Tomatengruppe zusammengefaBten Species finden. Die struk- 
turellen Unterschiede einander entsprechender Chromosomen sind be- 
reits so groB geworden, da8 man nur noch das Satellitenchromosom, in 
einigen Fallen wohl auch die Typen Nr. 11 und 12 fiir vergleichende 
Untersuchungen heranziehen kann. 
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Von den 12 Chromosomen des Genoms von Solanum aculeastrum {H = 19) 
konnten 11 identifiziert werden, darunter 6, die mit zum Teil erheblichen struk- | 
turellen Abweichungen in den Genomen der Tomatengruppe vorhanden sind 
(Chromosomen Nr. 1, 7, und 9—12, Abb. 20).. Von besonderem Interesse ist das 
Chromosom Nr. 12. Es zeigt in seinem heterochromatischen Segment keinerlei 
Parallele mehr zum entsprechenden Typus des Satzes von S. lycopersicum, muB 
jedoch seiner Lange wegen diesem Chromosom homolog gesetzt werden. Der 
abweichende Charakter kommt dadurch zustande, da8 der kurze Schenkel eine 
sehr lang ausgebildete heterochromatische Zone enthalt, wahrend im langen 
Schenkel nur wenige Makrochromo- Sibi Sea TEs ails Feet 
meren lokalisiert sind. Im. Genom 05 DE BB DOD 3% top 
von S. aculeastrum treten 4 der- 5-6 
artig strukturierte Chromosomen auf bi 
(Nr. 2—4 und 12), von denen sich | 7] “— gis gim 








nur das Chromosom Nr. 12 mit eini- h-l6 4&6 Im 
ger Wahrscheinlichkeit mit dem ent- 37 = 
sprechenden Chromosom der Genome ye La 

der Tomatengruppe  identifizieren 7-8 7-8 


la8t. Im Chromosom Nr.6 hat der | 57 
Anteil heterochromatischer Substanz | 5] — Zi 08 28023 





einen besonders hohen Grad erreicht. 69 15-18 

Der heterochromatische Mittelteil bre 
dieses Chromosoms ist aus 28 Makro- ~~ os ES 
chromomeren zusam1 tzt. Das 46 0-12 





bedeutet, daB etwa 66% der Gesamt- wv 
lange dieses Typus von heterochro- n-4 
matischen Elementen eingenommen -16 3 2n 
werden. Es deutet sich hier eine Ent- a 
wicklung an, die bei S. pyracanthum 
erheblich weiter fortgeschritten ist aa : 

und die fiir einige andere Gattungen pr 8 per age Al — phere 
der Familie der Solanaceen — etwa deg heterochromatischen Mittelsegments im 
die Genera Physalis und Petunia — Typus Nr. 6. 

auBerst charakteristisch ist. 

Das Genom der Species Solanum atropurpureum (H = 21, Abb. 21) stimmt im 
Bau seiner Chromosomen in auffallender Weise mit der eben beschriebenen Art 
8. aculeastrum iiberein. Es treten keine Chromosomentypen auf, die im Satz von 
S. aculeastrum nicht auch vorhanden sind. Diese Ubereinstimmung erstreckt sich 
auch auf den Heterochromatingehalt der Chromosomen. Die Heterochromasie- 
zahl liegt fiir S. aculeastrum bei H = 19, fiir 8. atropurpureum bei H = 21. Die 
Chromosomen Nr. 9, 10 und 12 der beiden Genome entsprechen sich in ihrem Bau 
weitgehend, es sind auBerdem 3 ausgepragte K-L-K-L-Typen im Satz vorhanden, 
die ohne Zweifel den Chromosomen Nr. 2—4 des Genoms von S. aculeastrum 
homolog sind, wenn sie auch héhere Chromomerenzahlen aufweisen. Das Satelliten- 
chromosom besitzt im langen Schenkel nur mittelgroBe Chromomeren (Abb. 22). 
Die interessantesten stukturellen Abweichungen treten im Chromosom Nr. 11 auf. 
Dieser Typus ist dadurch charakterisiert, daB beiderseits der Insertion nicht 2 
gleichwertige heterochromatische Segmente vorhanden sind, sondern daB der lange 
Schenkel nur 5—6 kleine bis mittelgroBe Chromomeren enthilt. 

Die Species Solanum melongena (H = 21, Abb. 23) nimmt eine isolierte Stellung 
innerhalb der Gattung ein. Es konnten 11 Chromosomen des Genoms identifiziert 
werden, von einigen Typen war jedoch die genaue Lange ihrer euchromatischen 
Enden nicht zu ermitteln. Im Genom 14Bt sich mit Ausnahme des Chromosoms 
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Nr. 12 kein von der Tomatengruppe her bekannter Chromosomentypus mehr auf- 
finden. Schon das Satellitenchromosom weicht in bezug auf die Lage seiner In- 
sertion, die hohe Chromomerenzahl und den extrem klein ausgebildeten Satelliten 
stark vom entsprechenden Typus der Tomatengruppe ab. Im Genom sind 
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Abb. 2%. Das Satellitenchromosom von Solanum atropurpureum. Im langen Schenkel 
des Chromosoms sind nur mittelgroBe Chromomeren vorhanden (2250fach). 





3 K-L-K-L-Typen vorhanden (Nr. 3—5), ferner einige Chromosomen, deren hetero- 
chromatischer Mittelteil durch das Auftreten euchromatischer Briicken zergliedert 
ist (Nr. 8—10). Das Chromosom Nr. 10 besitzt im langen Schenkel etwa 10 iso- 
lierte Makrochromomeren, nimmt auBerdem durch seine enorme Lange eine Sonder- 
stellung ein. Die wirklichen Langen der beiden euchromatischen Enden dieses 


Typus konnten nicht ermittelt werden, weil sie regelmaBig im Knauel der Pachytan- 
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kerne verschwanden. Das Chromosom ist jedoch mehr als 75y lang, es ist mit 
weitem Abstand das langste Chromosom, das in allen bearbeiteten Arten der 
Gattung Solanum analysiert werden konnte. Im Genom liegt in Form des Chro- 
mosoms Nr. 2 noch ein zweiter sehr langer Typus vor. Im langen Schenkel des 
Chromosoms Nr. 3 sind unabhangig vom heteroch tischen Mittelteil 8—9 kleine 
bis mittelgroBe Chromomeren vorhanden. Es lauft hier offenbar die Bildung einer 
dritten heterochromatischen Zone ab, wie sie im Chromosom Nr. 8 des Genoms 
bereits realisiert ist. 

Auch die Einordnung der Species Solanum heterodoxum (H = 24, Abb. 24) 
bereitet einige Schwierigkeiten. Obwohl zumindest die heteroch tischen Mittel- 
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Abb. 23. Solanum melonoene (n = = 12, H = 16). In den Chromosomen Nr. 8—10 sind die 
heteroch Mittelsegmente stark aufgelockert. 





segmente von 10 Chromosomen des Genoms analysiert werden konnten, finden 
sich auch hier keine Parallelen zu den Satzen anderer untersuchter Arten. Die 
Pachytankerne sind in der Regel stark verknauelt, so daB von den Chromosomen 
Nr. 2, 3, 5, 6, 8, 9 und 12 nur jeweils ein Ende und der gesamte heterochromatische 
Mittelteil analysiert werden konnten. Leider war es nicht méglich, das Satelliten- 
chromosom und den Typus Nr. 12 mit Sicherheit zu identifizieren, so daB die fiir 
den Vergleich mit anderen Arten entscheidendsten Chromosomen nicht verfiigbar 
sind. Die Chromosomen des Satzes haben einen hohen heterochromatischen Anteil, 
der Heterochromasiegrad liegt bei 24. Dieser Befund ist im Zusammenhang mit 
der systematischen Stellung der Species von Interesse: die Bliiten von Solanum 
heterodoxum lassen eine deutliche Zygomorphie erkennen. Die Dorsiventralitat 
des Bliitenbaues greift auch auf das Androeceum iiber; von den 5 StaubgefaéBen 
der Bliite fallt eines durch seine abnorme GréBe und Gestalt besonders auf. Es 
handelt sich also um eine Art, die in bezug auf ihren Bliitenbau eine gewisse Sonder- 
stellung innerhalb der Gattung Solanum einnimmt und die — vor allem wegen der 
auftretenden Dorsiventralitat — als abgeleitet betrachtet werden muB. 

Die Endglieder der Kette der untersuchten 12chromosomigen Solanum-Arten 
nehmen die Species S. pyracanthum und S. sisymbrifolium ein. Leider sind die 
Pachytankerne dieser Arten so verknauelt, daB bei Solanum pyracanthum nur ein 

Chromosoma. Bd. 6. 39b 
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Chromosom vollstandig identifiziert 
werden konnte (Nr. 2, Abb. 25). Von 
3 weiteren Chromosomen konnten 
der heterochromatische Mittelteil und 
ein euchromatisches Ende analysiert 
werden, wahrend von den Chromo- 
somen Nr. 5, 7 und 8 nur der Aufbau 
der heterochromatischen Regionen 
erfaBt wurde. Auf diese Weise lieB 
sich insofern eine grobe Charakte- 
ristik des Genoms geben, als es még- 
lich war, den Heterochromasiegrad 
der Art festzustellen. Er liegt mit 
H = 34 sehr hoch. 

Noch ungiinstiger liegen die Ver- 
haltnisse bei Solanum sisymbrifolium 





(Abb. 26). Hier lieB sich nicht ein- 
mal eine Teilanalyse anfertigen. Es 











gelang jedoch, die Chromomerenzahl 
der meisten Chromosomen zu ermit- 
teln und auf diese Weise 




















einen Anhaltswert fiir den 
Heterochromasiegrad der 
Art zu bekommen. Er liegt 
bei etwa 40 und damit an 
der Spitze aller untersuch- 
ten Solanum-Arten. Es 
wurde ein Chromosom ge- 
funden, dessen heterochro- 
matischer Mittelteil eine 





Lange von 30 aufwies, er 








Abb. 24. Solanum heterod (n = 12, 
H = 24) 
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war aus insgesamt 52 Chro- 
momeren zusammengesetzt. 


Die Arten, deren 








Abb. 25. Solanum pyracanthum (n = 12, H ='34). Auf- 
fallig ist die hohe Chromomerenzahl aller identifizierten 
Chromosomentypen. Von den Chromosomen N r. 5, 7Jund 
8 konnten nur die heterochromatischen Mittelsegmente 
analysiert werden. 


Chromosomen hohe he- 
terochromatische An- 
teile besitzen, weichen 
bereits in ihrem Habi- 
tus stark von den Spe- 











ay 





~T 


5 D 3 D & 65 Sp 


cies der Tomatengruppe 
ab, ihre zytologische Be- 


~& arbeitung ist deshalb 





von groBem Interesse. 
Leider neigen die Pachy- 








Abb. 26. Solanum sisymbrifolium (n = 12, H = 40). 


tainkerne dieser Species 
stark zur Verknauelung, 


isolierte Chromosomen treten nur duBerst selten auf. Es lieB sich nicht 
einmal die dem Nukleolus angrenzende heterochromatische Region der 
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Satellitenchromosomen analysieren. Damit fallt aber der fiir den Ver- 
gleich mit anderen Arten wertvollste Chromosomentypus aus. 


Die polyploiden Arten Solanum seaforthianum, 8S. aviculare, 
S. tuberosum, S. luteum, S. nigrum, 8. memphiticum, 8. viride, 
S. demissum, 8S. gracile. 

Die letzte Gruppe der Gattung Solanum umfaBt eine Reihe poly- 
ploider Arten. Die zytologische Bearbeitung der friihen meiotischen 
Stadien polyploider Species ist sehr mihsam, weil die Uniibersicht- 
lichkeit der Pachytankerne mit zunehmender Chromosomenzahl wachst. 
Objekte mit einer haploiden Zahl von n = 12 miissen fiir die An- 
fertigung von Pachytananalysen bereits als ungiinstig angesprochen 
werden, es sind also bei Arten mit noch héheren Chromosomenzahlen 
nur Teilanalysen zu erwarten. DaB die Genome der Species Solanum 
aviculare (n = 24) und S.memphiticum (n = 36) trotz ihrer hohen 
Chromosomenzahlen weitgehend analysiert werden konnten, ist eine 
Folge der ausgepragten strukturellen Spezifitat der Chromosomen dieser 
Satze. Es treten in vielen Typen derart spezifische Strukturmerkmale 
auf, daB ein bestimmtes Chromosom schon dann als einwandfrei ana- 
lysiert gelten kann, -wenn nur wenige Individuen dieses Typus auf- 
gefunden und ausgemessen wurden. Bei anderen polyploiden Arten 
der Gattung, z. B. den Species Solanum viride, 8. demissum und 8. gra- 
cile waren die Pachytaénkerne so stark verknauelt, daB nicht ein ein- 
ziges Chromosom des Genoms analysiert werden konnte, es war bei 
diesen Arten nicht einmal méglich, den Heterochromasiegrad auch nur 
annaherungsweise zu ermitteln. 

Im folgenden Kapitel soll nur eine grobe Charakteristik der Genome 
der untersuchten Arten gegeben werden, die sich auf strukturelle Eigen- 
arten besonders auffallender Chromosomen bezieht. Die Folgerungen, 
die aus dem Vergleich homologer Chromosomen verschiedener Species 
auf phylogenetische GesetzmaBigkeiten gezogen werden kénnen, werden 
in einem besonderen Kapitel des theoretischen Teils behandelt. 

Von den 16 Chromosomen des Satzes von Solanum seaforthianum (H = 15, 
Abb. 27) wurden insgesamt 13 identifiziert. Als besonderes Charakteristikum aller 
Chromosomen dieser Art ist die sehr kurz ausgebildete Insertionsstelle anzuspre- 
chen, sie ist in manchen Chromosomen kaum sichtbar.. AuBerdem treten in einigen 
Typen in unmittelbarer Nachbarschaft des heterochromatischen Mittelteils iso- 
lierte Makrochromomeren im Euchromatin auf (Chromosomen Nr. 3, 4, 7, 9, 10 
und 12). Des Genom zeigt kaum noch Beziehungen zu S. lycopersicum; es tritt 
keines der fiir die Tomatengruppe charakteristischen Chromosomen in einer Struk- 
tur auf, die es erméglichen wiirde, die Homologie der betreffenden Chromosomen 
ohne Schwierigkeiten zu erkennen. Das gilt auch fiir das Satellitenchromosoni. 
Die Gesamtzahl seiner Makrochromomeren betragt nur 8, liegt also deutlich unter 


der Chromomerenzahl des fiir die Tomatengruppe charakteristischen Normaltypus. 
Von besonderem Interesse ist das Chromosom Nr. 2: in der heterochromatischen 
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Region seines kurzen Schenkels treten auBer 2 normalen Makrochromomeren 
noch 2Chromomeren auf, die in ihren GréBenverhaltnissen deutlich iiber dem 
Volumen normaler Makrochromomeren liegen. Sie heben sich durch ihre auf- 
fallende GréBe von den sonst iiblichen Bausteinen des Heterochromatins ab. 


ri | 





Es ist hier méglicherweise eine zusatzliche lokale Auflagerung heterochre 
Substanz an 2 bereits vorhandenen normalen Makrochromomeren erfolgt, die fiir 
dieses Chromosom sehr charakteristisch ist und die in allen bearbeiteten Arten 
der Familie der Solanaceen nicht wieder aufgefunden wurde. Die gleiche Erschei- 
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Abb. 27. Solanum seaforthianum (n = 16, H = 15). Im Typus Nr. 2 sind 2 Chromomeren 
vorhanden, deren Volumen deutlich iiber der Gré8e normaler Makrochromomeren liegt. 


Abb. 28. Solanum aviculare (n = 24, H = 7). Die Chromosomen dieser Species fallen 
durch ihre niedrigen Chromomerenzahlen auf. Die Pfeile verbinden Typen mit ahnlichen 
strukturellen Merkmalen (Erlauterung im Text). 


Solanum seaforthianum ist offenbar eine hyperdiploide Art, die durch eine 
Verdoppelung von 4Chromosomen ihres Genoms entstanden sein mu. Der 
Typus Nr. 9 ist in iibereinstimmender Struktur 2mal vorhanden (Nr. 9 und 13). 
Dariiber hinaus la8t sich zwischen den Chromosomen der Paare 4 und 5, 6 und 7, 
10 und 11 eine auffallende strukturelle Ubereinstimmung feststellen. Der einzige 
Unterschied zwischen den Typen dieser Paare besteht darin, daB jeweils nur 
eines der beiden Chromosomen im kurzen euchromatischen Ende ein isoliertes 
Makrochromomer besitzt, das dem anderen fehlt. Méglicherweise handelt es sich 
bei den strukturell so weitgehend iibereinstimmenden Chromosomen der oben- 
genannten Paare um die im Zuge einer phylogenetischen Sonderentwicklung ver- 
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mehrten Chromosomen des Genoms. In den Pachytankernen treten nur normale 
Gemini auf, irgendwelche Paarungstendenzen von Bivalenten, die als Anzeichen 
von Sekundarpaarung gedeutet werden kénnten, wurden nicht gefunden. 


Von den 24chromosomigen Arten der Gattung wurden Solanum aviculare, 
S. tuberosum und 8. luteum bearbeitet. Das Genom von Solanum aviculare (H =7, 
Abb. 28) ist durch eine Reihe sehr charakteristischer Chromosomen gekennzeichnet. 
Schon das Satellitenchromosom — es ist nur eins im Satz vorhanden — weicht 
in seiner Struktur erheblich von den Nukleolenchromosomen anderer Species ab. 
Besonders auffallend ist die geringe Chromomerenzahl im kurzen Schenkel; es 
sind zwischen der Insertion und der achromatischen Zone nur 2 Makrochromomeren 
vorhanden. Auch der Satellit zeigt eine von anderen Arten abweichende Struktur: 
er ist aus 2 normalen und 2 mittelgroBen Chromomeren zusammengesetzt. Der 
interessanteste Typus des Genoms ist jedoch das Chromosom Nr. 2. Es stellt 
insofern ein Kuriosum innerhalb der gesamten Gattung dar, als der kurze Schenkel 
nur aus heterochromatischen Elementen zusammengesetzt ist. Bei manchen 
Individuen dieses Typus 148t sich ein winzig kleiner euchromatischer Anhang 
nachweisen, seine Lange ist niedriger als 1/,4 (die durchschnittliche Gesamtlange 
des Chromosoms betrigt 24). Das Vorhandensein eines heterochromatischen 
Endes im kurzen Schenkel legt die Annahme nahe, es handele sich bei diesem 
Typus um das 2. Satellitenchromosom des Genoms. In der Tat 1aBt sich beziiglich 
der Struktur der beiden Chromosomen eine gewisse Ubereinstimmung feststellen, 
die sich auch auf die Chromomerenzahl in der heterochromatischen Region beider 
Schenkel erstreckt. Differenzen sind lediglich in der Ausgestaltung des Satelliten 
und der achromatischen Zone vorhanden. Nach dieser Deutung miBten die 
beiden endstandigen Makrochromomeren des Chromosoms als Satellit angesprochen 
werden; die achromatische Zone fehlt oder ist nur sehr schwach auagebildet. Die 
Bildung eines Nukleolus konnte an diesem Chromosom niemals beobachtet werden. 
Offenbar ist dem Chromosom im Verlauf der Evolution die Fahigkeit verloren- 
gegangen, Nukleolarsubstanz anzulagern. Durch die Analyse der SAT-Chromo- 
somen verschiedener Tomatensorten wurde nachgewiesen, da8 derartige struk- 
turelle Veranderungen im Bereich des Saielliten und der achromatischen Zone 
bereits im Verlauf kurzer phylogenetischer Entwicklungsperioden ablaufen kénnen. 


Das Genom von Solanum aviculare enthalt eine Reihe von Chromosomen, 
in denen die Anzahl der Makrochromomeren teils in beiden oder doch wenigstens 
in einem Schenkel sehr niedrig ist, in denen in diesen Regionen nur 1—2 Makro- 
chromomeren lokalisiert sind. In diese Gruppe gehéren die Typen Nr. 3, 4, 8, 9, 
12, 13, 15 und 16. Die durchschnittliche Chromomerenzahl je Chromosom erreicht 
im Genom mit H = 7 den niedrigsten Wert aller untersuchten Arten der Gattung 
Solanum. SchlieBlich zeichnen sich noch einige Chromosomen dadurch aus, daB 
sie einen aufgeglicderten heterochromatischen Mittelteil besitzen. Er ist offenbar 
dadurch entstanden, da8 in einiger Entfernung vom urspriinglichen heterochroma- 
tischen Segment noch kurze heterochromatische Zonen zur Ausbildung gekommen 
sind (Chromosomen Nr. 7, 10 und 11). — Interessant fiir die Beurteilung theoreti- 
scher Fragen ist das Auftreten von Zweiergruppen weitgehend iibereinsti der 
Chromosomen. So kénnen die Chromosomen Nr. 1 und 2, 3 und 4, 5 und 6, 8 und 9, 
12 und 13 zu derartigen Gruppen vereinigt werden. Es handelt sich hierbei mit 
groBer Wahrscheinlichkeit um Chromosomen, die im Zuge der Polyploidisierung 
als urspriinglich identische Chromosomen entstanden sind und deren strukturelle 
Differenzen so gering sind, daB ihre Homologie noch heute erkennbar ist. 


Solanum tuberosum (n = 24, H = 13) nimmt eine interessante Son- 
derstellung innerhalb der untersuchten polyploiden Arten ein. Von 
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den 11 identifizierten Chromosomen des Genoms lassen sich 8 zu Zweier- 
gruppen zusammenfassen (Abb. 29). Es besteht kein Zweifel, daB die 
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Abb. 29. Solanum tuberosum (n = 24, H = 13). 


Genom sind Zweiergruppen iibereinstimmend struk- 
turierter Chromosomentypen vorhanden, die in Ver- 
bindung mit dem Phainomen der Sekundarpaarung 
auf eine autopolyploide Entstehung der Art hindeuten 


(Erlauterung im Text). 





Abb. 30. Sekundarpaarung homologer Bivalente im 
Pachytan von Solanum tuberosum. In den Insertions- 
stellen der gepaarten Bivalente ist ein Partnerwechsel 


abgelaufen. (2250fach.) 


beiden Individuen einer 
derartigen Gruppe tat- 
sichlich die im Zusam- 
menhang mit der Poly- 
ploidisierung entstande- 
nen urspriinglich identi- 
schen Chromosomen sind. 
Sie stimmen in ihrem 
strukturellen Feinbau vél- 
lig tiberein, zeigen auBer- 
dem in den Pachytin- 
kernen haufig eine sehr 
auffallige riumliche Zu- 
ordnung. Diese Zuord- 
nung kann so weit gehen, 
daB die beiden benach- 
barten Bivalente iiber ver- 
schieden lange Regionen 
hinweg eine regelrechte 
Parallelkonjugation  zei- 
gen (Abb. 30). Die Paa- 
rung betrifft in manchen 
Fallen nur die Insertions- 
stellen der beiden Gemini, 
in anderen die gesamten 
heterochromatischen Mit- 
telteile. Wieder andere 
Bivalente zeigen nur in 
ihren euchromatischen 
Partien eine deutliche An- 
einanderlagerung, wah- 
rend das Heterochromatin 
nicht konjugiert ist. Lei- 
der war die Anzahl der 
analysierbaren Bivalente 
in Sekundarpaarung zu 


' gering, um mit ausrei- 


chender statistischer Si- 
cherung nachweisen zu 


kénnen, ob diese Paarung von stets den gleichen Bivalenten angestrebt 


wird und ob sie fiir bestimmte Gemini in spezifischen Regionen zur 
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Durchfihrung kommt. Hier sollen weitere Untersuchungen Klarheit 
bringen. Da8 es sich bei den sekundaér gepaarten Bivalenten wirklich 
um homologe Gemini handelt, wird neben ihrer strukturellen Uber- 
einstimmung noch dadurch unterstrichen, daB zwischen ihnen hiaufig 
Partnerwechsel zustande kommen. Die Orte dieser Partnerwechsel sind 
oft die Insertionsstellen, miissen es aber nicht sein. Es wurden echte 
Partnerwechsel auch im Heterochromatin, seltener im Euchromatin 
gefunden. Ahnliche Figuren konnten weder bei anderen polyploiden 
Arten der Gattung Solanum noch in den anderen untersuchten Genera 
der Familie der Solanaceen aufgefunden werden. 


An Einzelchromosomen des Satzes sei das strukturell besonders * 1teressante 
Chromosom Nr. 11 erwahnt. Sein heterochromatischer Mittelteil hat insofern eine 
abweichende Gliederung erfahren, als in der Region der Insertionsstelle ein iso- 
liertes Makrochromomer vorhanden ist, das deutlich von den anderen Chromo- 
meren dieser Region abgesetzt ist. Im langen Schenkel des Chromosoms Nr. 12 
ist ebenfalls ein isoliertes Makrochromomer vorhanden. Die Species 8. tuberosum 
wurde bereits von aideren Autoren zytologisch bearbeitet. So stellten Mrur- 
MAN und RANCKEN (1932) fest, daB im Kartoffelgenom nur ein SAT-Chromosom 
vorhanden sei, den gleichen Standpunkt vertritt Lamm (1945). Demgegeniiber 
hat die Untersuchung der Pachytankerne von S. tuberosum ergeben, daB der Satz 
ohne Zweifel 2 Nukleolenchromosomen besitzt. Leider konnte ihre Struktur nicht 
vollstindig analysiert werden. In einem kleinen Prozentsatz aller Pachytankerne 
sind 2 getrennte Satellitenbivalente vorhanden, von denen jedes einen eigenen 
Nukleolus bildet. Hierbei 148t sich eine auffallige GesetzmaBigkeit feststellen: 
Es ist nur eines der beiden Bivalente in der Lage, einen Nukleolus von normaler 
GréBe auszubilden. Das Kernkérperchen des 2. SAT-Bivalents ist in seinem 
Volumen nur wenig gréBer als der Satellit dieses Bivalents. Es ]4Bt sich nur bei 
besonders gut gelungener Farbung und in aufgelockerten Kernen erkennen. Im 
Verlauf des Pachyténs kommt eine raumliche Annaherung und schlieBlich eine 
Verschmelzung der beiden urspriinglich getrennt gebildeten Nukleolen zustande. 
Im spiten Pachytan ist in allen Kernen nur noch ein Nukleolus vorhanden, an 
dem sich die beiden SAT-Bivalente befinden. Sie sind in der Region ihrer Satelliten 
konjugiert und kénnen im gesamten heterochromatischen Bereich die Tendenz 
zur Sekundarpaarung zeigen. 

Die Pachytankerne von Solanum luteum (n = 24, H = 23) sind stark verknauelt, 
isolierte Chromosomen finden sich nur auBerst selten, so daB nur eine Teilanalyse 
des Genoms erarbeitet werden konnte (Abb. 31). Es wurden 5 Chromosomen, 
darunter das Satellitenchromosom, vollstandig analysiert, von 5 weiteren wurden 
die Struktur des heterochromatischen Mittelteils und des kurzen euchromatischen 
Endes ermittelt. Die Chromosomen besitzen relativ hohe Chromomerenzahlen, die 
Heterochromasiezahl der Art liegt bei etwa 23. Das Nukleolenchromosom — auch 
im Genom dieser Species ist nur ein SAT-Chromosom vorhanden — besitzt im 
langen Schenkel eine auffallend hohe Chromomerenzahl. Vom Chromosom Nr. 4 
konnte nur der kurze Schenkel analysiert werden, er ist jedoch derart charakte- 
ristisch, daB er als Fragment mit in die Analyse aufgenommen wurde. Die In- 
sertionsstelle dieses Chromosoms liegt extrem submedian. In der euchromatischen 
Region des kurzen Schenkels befindet sich ein isoliertes Makrochromomer. Das 
Endchromomer ist in Form eines Makrochromomers ausgebildet. Ahnliche Ver- 
haltnisse liegen im kurzen Schenkel des Chromosoms Nr. 12 vor. Kleinere, jedoch 
deutlich in Erscheinung tretende isolierte Chromomeren befinden sich in den 
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euchromatischen Zonen der Chromosomen Nr.3 und 8. Das Chromosom Nr. 12 
scheint seiner Lange wegen dem Typus Nr. 12 der Tomatengruppe zu entsprechen. 

Von den 36chromosomiger Solanum-Arten wurden 8. demissum, 8. nigrum, 
8. memphiticum, 8S. gracile und 8. viride untersucht, eine umfassende Analyse 
gelang jedoch nur bei S. memphiticum. Die Teilanalyse von S. nigrum erbrachte 
interessante Einblicke in die Charakteristik des Genoms, wahrend die Pachytan- 
kerne der Arten S. demissum, S. gracile und S. viride derartig verknauelt waren, 


daB keine Chromosomen identifiziert werden konnten. 
Von den 36 Chromosomen des Genoms von Solanum memphiticum konnten 
32 identifiziert werden (Abb. 32). Es war hierfiir die Analyse von mehr als 200 
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vollig isoliert liegenden Chro- 
mosomen notwendig. Das 
wesentlichste Merkmal des 
Genoms liegt darin, daB in 
den euchromatischen Regio- 
nen vieler Chromosomen iso- 
lierte Makrochromomeren in 
Ejin- oder Mehrzahl auftreten 
(Abb. 33 und 34). Dies ist 
bei insgesamt 20 der 32 iden- 
tifizierten Chromosomen des 
Satzes der Fall, in besonders 





A charakteristischer Weise bei 
~5_ ~ den Typen Nr.5 und 29. 

* thin: tle Das Chromosom Nr. 5 ent- 
RES halt in beiden euchromati- 

B20 ~5 schen Enden isolierte Ma- 


krochromomeren, auBerdem 
ist der heterochromatische 
Mittelteil durch ein in der 
Region der Insertionsstelle 
Abb. 31. Solanum luteum (n = 24, H = 21). DieSpe- gelegenes_ isoliertes Makro- 
cae ous armies Cake per ch chromomer in echt spd 
omenenen, jeweils nur oo gesamte heterochroma- scher Weise aufgegliedert. In 
tische Mittelteil und ein euchromatisches Ende analy- einem Schenkel des Chromo- 
siert werden. Die Chromosomen Nr. 4 und 12 besitzen soms Nr. 29 sind 5—6 iso- 
im kurzen Schenkel stark vergréBerte Endchromomeren. _jjarte Makrochromomeren vor- 
handen. 

Von besonderem Interesse fiir vergleichende Betrachtungen sind die beiden 
Satellitenchromosomen des Genoms. Sie zeigen in ihrer Struktur geringe, aber 
aufschluBreiche Unterschiede. Es sind zunachst unbedeutende Differenzen in der 
Lange der achromatischen Zone vorhanden. Wichtiger sind die Verschiedenheiten, 
die sich beziiglich der heterochromatischen Anteile feststellen lassen: wahrend die 
Struktur des heterochromatischen Mittelteils bei beiden Chromosomen etwa gleich 
gestaltet ist, besitzt das eine im euchromatischen Ende 2 mittelgroBe Chromomeren, 
die dem zweiten fehlen. Beziiglich der Nukleolenbildung liegen bei S. memphiti- 
cum die gleichen Verhaltnisse vor, wie sie schon fiir S. tuberosum beschrieben wurden: 
in manchen Pachytankernen finden sich noch 2 raumlich getrennte Satellitenbiva- 
lente, deren Nukleolen erhebliche, gesetzmafig auftretende Volumendifferenzen 
zeigen. Wie bei S. tuberosum kommt es auch hier im Verlaufe des Pachytans zu 
einer Verschmelzung der beiden Nukleolen. Konjugationstendenzen zwischen den 
beiden SAT-Bivalenten lassen sich nicht feststellen, das gleiche gilt fiir die anderen 
Gemini der Pachytaénkerne. In Anbetracht der hohen Heterochromasiezahl des 
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Genoms von H = 20 fallt das Chromosom Nr. 11 véllig aus dem Rahmen. Es 
besitzt beiderseits der Insertion nur 1—2 Makrochromomeren, ist auBerdem mit 
weitem Abstand das kleinste Chromosom des Satzes. Auffallend ist ferner die 
weitgehende strukturelle Ubereinstimmung einer Reihe von Chromosomen des 
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Abb. 32. Solanum memphiticum (n = 36, H = 20). Von den 36 Chromosomen des Satzes 

konnten 32 identifiziert werden. Auffallend ist das Vorhandensein isolierter Makrochromo- 

meren in den euchromatischen Regionen vieler Chromosomentypen. Die Pfeile verbinden 

Chromosomen miteinander, die gemeinsame strukturelle Merkmale aufweisen. Das Genom 
ist ein typisches Beispiel eines asymmetrischen Karyotypus. 


Genoms, die sich ohne Zwang zu Dreier- bzw. Zweiergruppen zusammenfassen 
lassen und die méglicherweise mit der phylogenetischen Entstehungsweise der 
Art in Verbindung gebracht werden kénnen. Die Chromosomen der verschiedenen 
Gruppen sind in der Schemazeichnung durch Pfeile miteinander verbunden. 

Das Genom von Solanum nigrum (n = 36, H = 12) ist der Bearbeitung 
weniger gut zuginglich als der Satz von Solanum memphiticum; es konnten 
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11 Chromosomen identifiziert werden (Abb. 35). Das Charakteristikum des Genoms 
besteht wiederum darin, daB in den euchromatischen Regionen haufig isolierte 
Makrochromomeren auftreten, besonders deutlich beim Chromosom Nr. 9. Auf- 
fallig ist die geringe Lange einiger Typen (Nr. 11 und 12). 
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Abb. 33. Der Typus Nr. 30 von Solanum memphiticum (2250fach). 
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Abb. 34. Das Chromosom Nr. 31 von Solanum memphiticum (2250fach). 


Das Vorhandensein isolierter Makrochromomeren in den meisten Chromosomen 
des Satzes von S. nigrum kénnte darauf hindeuten, daB nahere Beziehungen dieser 
Species zu S. memphiticum bestiinden. Das ist jedoch nicht der Fall. Schon be- 
ziiglich der Satellitenchromosomen sind deutliche Unterschiede vorhanden. Offen- 
bar besitzt das Genom der 36chromosomigen Species S. nigrum nur ein SAT-Chro- 
mosom, in den Pachytankernen lieB sich am Nukleolus stets nur ein Satelliten- 
bivalent nachweisen. Ein 2. kleiner Nukleolus, wie er bei S. memphiticum und 
S. tuberosum auftritt, konnte bei S. nigrum nicht aufgefunden werden. Leider war 
es nicht mdglich, die Struktur des Satellitenchromosoms zu analysieren, so daB 
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sich kein exakter Vergleich von einander wirklich entsprechenden Chromosomen 
der beiden Genome durchfiihren la8t. Aber schon der Vergleich des Heterochroma- 
siegrades der beiden Arten ergibt starke Unterschiede, er liegt fiir 8. nigrum bei 
etwa 12, wahrend fiir 8S. memphiticum eine Heterochromasiezahl von H = 20 
ermittelt wurde. Dieser Befund ist insofern von groBem theoretischem Interesse, 
als die beiden Species in ihrem Habitus einander sehr ahneln und in die gleiche 
systematische Untereinheit der Gattung Solanum eingegliedert werden. Wenn es 
gelingt, das Pachyténgenom von S. nigrum in ahnlich umfassender Weise zu ana- 
lysieren, wie das bei S. memphiticum méglich war, so lieBe sich an diesen beiden 
Objekten die Frage priifen, inwieweit die bei 
den Arten dér Tomaiengruppe feststellbare 05 DE DS ap 
Beziehung zwischen habitueller und chromo- P 

somenstruktureller Ubereinstimimung von all- | 74 3 
gemeiner Giiltigkeit ist. ] 67 78 











AbschlieBend sei noch Solanum gracile ; mm 146-56-5 
(n = 36) erwahnt. Die Pachytankerne dieser | 4 7 
Art waren nicht so stark verknduelt wie bei | , | 1233 
S. viride und &. demissum, es fanden sich je- 4~7 Im 
doch keine isolierten Chromosomen, so daB 6° 
nicht einmal eine Teilanalyse des Genoms | ,| @4&Zé 





durchgefiihrt werden konnte. Es war jedoch im 467 Im 
méglich, die Struktur des SAT-Chromosoms | 47 











zu ermitteln. Es ist durch die niedrige 9 {if bs I 
Anzahl der Makrochromomeren im kurzen 6-7 23(3) 1m 
Schenkel gekennzeichnet (Abb. 36). In den | 77 

Pachytankernen ist nur ein groBer Nukleolus | 7 gs £51 


vorhanden; es lieB sich leider nicht mit 457-8 

Sicherheit feststellen, ob sich 1 oder 2SAT- | 77 —=——— 
Bivalente am Nukleolus befinden. Die in 
den Chromosomen der beiden Arten S. mem- ; 
phiticum und S. nigrum als sehr charakteri- Abb. 35. Solanum nigrum (n = 36, 


‘ saoli ._ #H =12). In den euchromatischen 
stisch auftretenden isolierten Makrochromo Bese Fi SET NSE 














meren sind in den euchromatischen Regionen isolierte Makrochromomeren. 
der Chromosomen von S. gracile nicht vor- vorhanden. 
handen. 


B) Der Vergleich bestimmter Chromosomentypen der Genome verschie- 
dener Solanum-Arten. Im vergangenen Kapitel wurden die. Genome der 
untersuchten Solanum-Arten beschrieben, dabei trat die GesetzmaBig- 
keit in Erscheinung, daB die Satze zweier Arten in bezug auf die Struk- 
tur ihrer Chromosomen um so mehr gemeinsame Ziige aufweisen, je naher 
sich die betreffenden Arten in systematischer Beziehung stehen. Fiir 
die Problemstellung der vorliegenden Arbeit, fiir die Diskussion, inwie- 
weit im Verlauf der Evolution eine Verainderung der Chromosomen- 
struktur erfolgt sein kann, ist es notwendig, spezifische Chromosomen 
des Solanum-Genoms vergleichend zu betrachten. Die GesetzmaBig- 
keiten, die zu den auftretenden strukturellen Differenzen gefiihrt haben, 
werden dabei um so deutlicher in Erscheinung treten, je gréBer die 
Anzahl der bearbeiteten Arten ist. Eine gewisse Schwierigkeit bei der 
Durchfiihrung derartiger Untersuchungen liegt darin, mit Sicherheit zu 
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entscheiden, ob bestimmte Chromosomentypen verschiedener Genome 
einander wirklich entsprechen, ob sie einander homolog sind, auch wenn 
sie in abweichender Struktur auftreten. Es kénnen fir derartige Zwecke 
nur Chromosomen kerangezogen werden, die so spezifische Merkmale 
besitzen, daB sie in den Satzen verschiedener Arten ohne Schwierig- 
keiten erkannt werden kénnen. Diese Voraussetzungen werden prak- 
tisch nur von den Chromosomen Nr. 1, 11 und 12 des Solanum-Genroms 
erfiillt. 

Das Chromosom Nr. 1, das Satellitenchromosom, ist als einziges Chromosom 
des Genoms in der Lage, einen Nukleolus zu bilden. Seine gesetzmaBige Lage- 
beziehung zum Nukleolus gibt ihm eine Sonderstellung gegeniiber allen anderen 
Chromosomen des Satzes. Die SAT-Chromosomen aller Arten einer Gattung 
sind mit Sicherheit miteinander vergleichbar, sie stellen das wertvollste Material 
fiir vergleichend-zytologische Untersuchungen dar. Eine relativ hohe Zuverlassig- 
keit kommt auBerdem noch den Typen Nr. 11 und 12 zu. Das Chromosom Nr. 11 
besitzt einen extrem asymmetrischen Bau und zeichnet sich durch die niedrige 
Chromomerenzahl seines heterochromatischen Mittelsegments aus, es zihlt zu den 
charakteristischsten Chromosomen des Genoms. Das Chromosom Nr. 12 hebt 
sich durch seine enorme Lange sehr deutlich von allen anderen Typen ab. Da 
sich in der Regel in jedem Genom nur ein extrem langes Chromosom befindet, ist 
wohl anzunehmen, daB diese ihrer Lange wegen besonders auffallenden Chromo- 
somen verschiedener Genome einander entsprechen, auch wenn sie strukturell 
nicht ibereinstimmen. 

Die Struktur der Satellitenchromosomen verschiedener Solanum-Arten. 
Vergleicht man die Nukleolenchromosomen verschiedener Species der 
Gattung. Solanum, so lassen sich erhebliche strukturelle Differenzen 
feststellen. Die Untersuchungen an Solanum lycopersicum zeigten, daB 
die Satelliten und die achromatischen Zonen bereits bei verschiedenen 
Tomatenrassen sehr unterschiedlich ausgebildet sein kénnen (Abb. 2). 
Man wird beim Vergleich verschiedener Solanum-Arten in diesen beiden 
Regionen zumindest die gleichen Differenzen erwarten. Die Struktur 
und die Lange dieser Zonen ist aus Abb. 36 ersichtlich. Erwahnt sei 
lediglich die auffallend kleine Ausbildung der Satelliten bei den Arten 
Solanum melongena und S. gracile. Der Satellit des Nukleolenchromo- 
soms von S. melongena entspricht in seiner Struktur etwa einem mittel- 
groBen Chromomer, obwohl das Chromosom als stark heterochromatisch 
angesprochen werden mu8 und mit rund 20 Makrochromomeren den 
héchsten Wert aller analysierten SAT-Chromosomen erreicht. Die 
GréBe des Satelliten steht also in keiner Beziehung zum Heterochroma- 
siegrad einer Art. Bei S. gracile ist der Satellit sogar nur in Form eines 
kaum in Erscheinung tretenden Mikrochromomers ausgebildet. 

Die interessantesten Differenzen beziehen sich auf die Lage der In- 
sertion innerhalb des heterochromatischen Segments. Die Kiassifi- 
zierung der bearbeiteten Arten wurde infolgedessen nach der Lage der 
Insertion vorgenommen (Abb. 36). Es wurde als Bezugssystem also die 
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Lange des kurzen Schenkels ohne Beriicksichtigung des Satelliten und 
der achromatischen Zone verwendet. Die niedrigste Chromomerenzahl 
in dieser Region weisen die Arten S. caldasii und S. aviculare auf. Bei 
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Abb. 36. Vergleich der Struktur der Satellitenchromosenom von 22 verschiedenen So- 

lanum-Arten. Die senkrechte Linie stellt die Grenze zwischen der achromatischen Zone 

und dem heterochromatischen Segment dar. Die Species sind nach der Lange des kurzen 

heterochromatischen Schenkels des SAT-Chromosoms geordnet. Sie variiert bei den unter- 

suchten Arten zwischen 1 und 64. Die Chromomerenzahlen der heteroch 

Regionen liegen zwischen 8 (S. seaforthianum) und 20 (S. melong ). ta G der 
36chromosomigen Art Sol. memphiticum sind 2 SAT-Chromosomen vorhanden. 








der erstgenannten Species besteht der kurze Schenkel nur aus 2 mittel- 
groBen Chromomeren. Im Satellitenchromosom von S. aviculare, 
einer polyploiden Art, die sich durch einen besonders niedrigen 
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Heterochromasiegrad auszeichnet, sind in der gleichen Region 2 normale 
Makrochromomeren vorhanden. Der Abstand der Insertion von der 
achromatischen Zone betrigt hier knapp lu. Abhnliche Verhiltnisse 
liegen bei den Arten S. gracile und ¥§.infundibuliforme vor, deren 
Satellitenchromosomen im kurzen Schenkel ebenfalls nur 2—3 Makro- 
chromomeren aufweisen. Die Chromomerenzahl steigt bei den Arten 
S. echegarayi, S.dulcamara, 8. seaforthianum, S.chacoense und SV. lu- 
teum bis auf 4 an, bei S. rostratum sind es 4—5. Es folgt eine Gruppe 
von Arten, deren Insertion etwa median liegt und die in beiden Schenkeln 
5—6 bzw. 5—7 Makrochromomeren besitzt. Hier sind vor allem die 
Genome der Tomatengruppe zu nennen, die in der Struktur ihrer SAT- 
Chromosomen weitgehend iibereinstimmen (S.lycopersicum, 8S. pim- 
pinellifolium, S.humboldtii, S.tomatillo, S. peruvianum, mit geringen 
Einschrankungen auch SV. hirsutum). Der Abstand der Insertion vom 
Sateliiten betragt bereits 4 1, das gleiche gilt fiir die Arten S. aculeastrum, 
S. sodomaeum, 8. gilo raddi und S.atropurpureum. Bei den Species 
S. melongena und 8. memphiticum schlieBlich liegt die Anzahl der Makro- 
chromomeren im kurzen Schenkel noch hoher, sie betrigt etwa 10. 
Die Lange dieser Chromosomenregion wurde hier mit 5—6 yu ermittelt. 
La&8t man also den Satelliten und die achromatische Zone, fiir die 
offenbar besondere GesetzmaBigkeiten wirksam sind, unberiicksichtigt, 
so treten bei den Nukleolenchromosomen von insgesamt 22 verschie- 
denen Solanum-Arten im kurzen Schenkel Langenunterschiede zwischen 
1 und 6y auf. Die Parallele findet sich in der Anzahl der Makrochro- 
momeren in dieser Region, sie liegt zwischen 2 und 10. 

Beim Vergleich der Nukleolenchromosomen verschiedener Solanum- 
Arten lassen sich noch weitere Unterschiede nachweisen, die sich auf 
den heterochromatischen Anteil des langen Schenkels beziehen. Auch 
hier kann die Anzahl und die Beschaffenheit der Chromomeren erheb- 
lich variieren, die Differenzen sind jedoch in dieser Chromosomenregion 
offenbar auf andere Ursachen zuriickzufiihren als im kurzen Schenkel. 
Zunachst muB erwihnt werden, daB im langen Schenkel nicht — wie 
im kurzen — nur eine Sorte von Makrochromomeren vorhanden ist. 
Sie treten vielmehr bei einigen Arten in 3 verschiedenen GréBenklassen 
auf. Sie sind stets so angeordnet, daB die gréBten Chromomeren der 
Insertion angrenzen; ihre GréBe nimmt in Richtung auf das euchro- 
matische Ende ab. Diese GesetzmaBigkeit 14Bt sich auch bei anderen 
Chromosomen vieler Genome beobachten. 

Die niedrigsten Chromomerenzahlen im langen Schenkel finden sich 
bei den beiden SAT-Chromosomen der 36chromosomigen Art S. mem- 
phiticum, sie besitzen nur 4—5 gleichgestaltete Makrochromomeren. 
Das Nukleolenchromosom von SV. seaforthianum enthalt in der gleichen 
Region ebenfalls nur 4 Makrochromomeren, es sind jedoch im AnschluB 
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daran 5 deutlich in Erscheinung tretende Mikrochromomeren vorhanden. 
Auch bei 8. gracile finden sich auBer 4 Makrochromomeren noch 4 mittel- 
groBe Chromomeren als Ubergangszone zwischen den ausgepragt he- 
terochromatischen Elementen und dem Euchromatin. Man hat den 
Eindruck, als vollziehe sich in dieser Region die Umwandlung euchro- 
matischer Substanz in heterochromatische. Dieser ProzeB scheint im 
Satellitenchromosom von S. seaforthianum noch im Anfangsstadium zu 
stehen, ist aber bei S. gracile bereits weiter fortgeschritten und kénnte 
bei S.dulcamara und S. infundibuliforme einen vorlaiufigen AbschluB 
erreicht haben. Hier sind bereits 8—10 Makrochromomeren vorhanden, 
also nur regulare Bausteine heterochromatischer Chromosomensegmente. 
Eine ahnliche Entwicklungsreihe deutet sich bei den Arten S. eche- 
garayt, S. luteum und S.melongena an. Im langen Schenkel des SAT- 
Chromosoms von S.echegarayi sind neben 6—7 Makrochromomeren 
noch 3—4 Mikrochromomeren vorhanden, in der gleichen Region finden 
sich bei S. lutewm 4—5 mittelgroBe Chromomeren, wahrend S. melongena 
im langen Schenkel seines Satellitenchromosoms 9—11 Makrochromo- 
meren besitzt. Da diese Differenzen an Chromosomen festgestellt 
wurden, die im Sinne der Abstammungslehre als homolog zu bezeichnen 
sind, so laBt sich diese Erscheinung nur so deuten, daB im Verlauf der 
Evolution eine schrittweise Verschiebung des heterochromatischen An- 
teils an diesem Chromosomentypus zustande gekommen ist. Die heute 
auftretenden strukturellen Typen des Satellitenchromosoms verschie- 
dener Solanum-Arten stellen nur Zwischenformen einer Weiterentwick- 
lung dar, deren endgiiltiger Zustand noch nicht abzusehen ist. Diese 
Erscheinung wird beim Vergleich des Chromosoms Nr. 11, vor allem 
aber bei der Gegeniiberstellung der Genome verschiedener Gattungen 
der Familie der Solanaceae noch deutlicher zum Ausdruck kommen. 
Sie ist einer der charakteristischsten Prozesse, die im Hinblick auf die 
Beeinflussung der Chromosomenstruktur wahrend der phylogenetischen 
Entwicklung abgelaufen sind. 

Die strukiurellen Differenzen im Chromosomentypus Nr. 11 der Genome ver- 
schiedener Solanum-Arten. Das Chromosom Nr. 11 zeigt in den Satzen verschie- 
dener Solanum-Arten groBe strukturelle Differenzen, die interessante Einblicke 
in das Wirken formveraindernder Prozesse wahrend des Ablaufs der Evolution 
geben. Die Unterschiede beziehen sich im wesentlichen wieder auf die Anzahl 
und die Beschaffenheit der Bausteine des Heterochromatins; es. treten die Gesetz- 
maBigkeiten beim Typus Nr. 11 jedoch deutlicher in Erscheinung als beim Satel- 
litenchromosom. In der Abb. 37 ist das Chromosom Nr. 11 von 15 Solanum-Arten 
schematisch dargestellt. Als Bezugssystem wurde die Lage der Insertion gewahlt. 
Um eine groBere Ubersichtlichkeit und damit eine bessere Vergleichbarkeit der 
Chromosomen verschiedener Species zu erhalten, wurden die ermittelten Durch- 
schnittslingen der Insertionsstellen in der Zeichnung nicht verwendet. Es wurde 
vielmehr fiir das Chromosom Nr. 11 aller untersuchten Arten eine genormte In- 
sertion von gleicher Lange angenommen. 
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Die in struktureller Beziehung einfachste Form des Chromosomentypus Nr. 11 
liegt offenbar im Genom von S. memphiticum vor. Das Chromosom besitzt beider- 
seits der Insertion nur 1—2 Makrochromomeren. Es ist nicht ohne weiteres méglich, 
dieses Chromosom dem Typus Nr. 11 anderer Genome homolog zu setzen. Es 
fand sich jedoch im weitgehend analysierten Satz dieser 36chromosomigen Art 
nur dieses eine Chromosom, das auf Grund seiner Symmetrieverhaltnisse und der 
niedrigen Chromomerenzahl iiberhaupt als Typus 11 angesprochen werden kann. 
Interessanterweise findet sich in den Genomen der beiden Arten S. hirsutum und 
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Abb. 37. Die Struktur des Chromosoms Nr. 11 in verschiedenen Arten der Gattung 
Solanum. Der Typus Nr. 11 tritt im Genom von S. seaforthianum (n = 16) 2mal 2af. 


8S. peruvianum je ein Chromosom, das mit Sicherheit dem Typus Nr. 11 anderer 
Arten entspricht und das — zumindest im langen Schenkel — ebenfalls nur ein 
Makrochromomer in unmittelbarer Nachbarschaft der Insertion besitzt. Es sind 
jedoch im Anschlu8 daran noch 4—5 Mikrochromomeren vorhanden, wahrend 
der kurze Schenkel bereits 6—7 normal ausgepragte Makrochromomeren aufweist. 

Eine interessante Entwicklungsreihe zeichnet sich in den Arten 8S. dulcamara, 
8S. pimpinellifolium, 8. tomatillo, 8. humboldtit ab. Im Chromosom Nr. 11 dieser 
Genome sind im kurzen Schenkel durchgangig 3—4 Makrochromomeren vorhanden, 
die strukturellen Differenzen beziehen sich nur auf die der Insertion benachbarte 
Region des langen Schenkels. Sie zeigt bei S. dulcamara nur 3—4 normale Makro- 
chromomeren. Bei 8S. pimpinellifolium sind in der gleichen Region im AnschluB 
daran 2 deutlich ausgepragte Mikrochromomeren vorhanden, von denen eines bei 
8. tomatillo bereits an GréBe und damit an heterochromatischer Substanz zuge- 
nommen hat. Bei S. humboldtii liegen die eben erwahnten beiden Mikrochromo- 
meren bereits in Form mittelgroBer Chromomeren vor, und es treten im AnschluB 
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daran im langen Schenkel weitere 4 Mikrochromomeren auf. In den Genomen von 
S. chacoense, 8S. caldasii und 8S. aculeastrum schlieBlich sind beiderseits der In- 
sertion 4—5 regulare Makrochromomeren vorhanden. 

Die Chromosomen Nr. 11 anderer Solanum-Arten sind dadurch gekennzeichnet, 
daB die Chromomerenzahl beiderseits der Insertion gegeniiber den eben beschrie- 
benen Species weiter angestiegen ist (8. seaforthianum) bzw. daB in einiger Ent- 
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Abb. 38. Die Struktur des Chromosomentypus Nr. 12 in verschiedenen Solanum-Arten. 


fernung vom heterochromatischen Segment in den euchromatischen Regionen 
isolierte Makrochromomeren als besonders charakteristische Strukturmerkmale 
auftreten (S. seaforthianum II). Der Typus Nr. 11 von S. lycopersicum nimmt 
insofern eine Sonderstellung ein, als die dem langen Schenkel zugehGrige hetero- 
chromatische Region durch das Vorhandensein einer kurzen euchromatischen Zone 
inmitten des Heterochromatins eine sehr charakteristische Zergliederung erfahren 
hat. Besonders aufschluBreich fiir theoretische Uberlegungen ist schlieBlich die 
Struktur des Chromosoms Nr. 11 von S. atropurpureum. Dieses Chromosom besitzt 
nur im kurzen Schenkel eine normal ausgebildete heterochromatische Region, 
wahrend im langen Schenkel keine regularen Makrochromomeren, sondern nur 
kleine bis mittelgroBe Chromomeren vorhanden sind. 

Der Vergleich des Chromosoms Nr. 12 der Genome verschiedener Solanum-Arten. 
Der Chromosomentypus Nr. 12 konnte auf Grund seiner auffallenden Lange und 
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seiner hohen Chromomerenzahl in 18 Solanum-Arten erkannt und analysiert 
werden (Abb. 38). Er tritt in den Genomen der Tomatengruppe in etwa iiberein- 
stimmender Form auf, namlich mit median gelegener Insertionsstelle und mit 
9—11 Makrochromomeren beiderseits der Insertion. Die gleiche Struktur weist 
auch das Chromosom Nr. 12 von 8. chacoense auf. Auch in den Genomen der Species 
S. melongena und 8. memphiticum treten in diesem Typus nur geringfiigige Dif- 
ferenzen gegeniiber dem entsprechenden Chromosom in den Satzen der eben an- 
gefiihrten Arten auf. Bei 8. melongena ist im langen Schenkel im Anschlu8 an 
das heterochromatische Segment ein isoliertes Makrochromomer vorhanden; das 
gleiche gilt fiir S. memphiticum. Auch im Genom von 8S. lutewm laBt sich ein auf- 
fallend langes Chromosom unschwer als Typus Nr. 12 erkennen, es besitztals 
abweichendes Merkmal 2 dicht zusammenliegende isolierte Makrochromomeren im 
kurzen Schenkel. 

Das Chromosom Nr. 12 der eben erwahnten Arten besitzt eine median ge- 
legene Insertionsstelle, die Anzahl der Makrochromomeren ist also in den beiden 
Schenkeln etwa gleich groB. Bei anderen Arten treten — teils im kurzen, teils 
im langen Schenkel — abweichende Chromomerenzahlen auf, die den Charakter 
des Chromosoms stark verandern kénnen. In Extremfallen entstehen Typen, 
die mit dem Chromosom Nr. 12 der Tomatengruppe kaum noch Ahnlichkeit be- 
sitzen. Da sie aber ihrer enormen Lange wegen — wie das entsprechende Chro- 
mosom im Satz von S. lycopersicum und seiner nachsten Verwandten — eine 
ausgesprochene Sonderstellung im Genom einnehmen, ist ihre Homologie sehr 
wahrscheinlich. Bei S. gilo raddi umfaBt die Zunahme der heterochromatischen 
Komponente nur den kurzen Schenkel, es sind hier etwa 15 Makrochromomeren 
vorhanden, wahrend der lange Schenkel 9—10 Chromomeren enthalt. Eine starkere 
Verschiebung der Chromomerenzahl la8t sich bei den Arten 8. sodomaeum, 8. ro- 
stratum, S.atropurpureum und S. aculeastrum feststellen. Das Chromosom tritt 
hier als ausgepragter K-L-K-L-Typus auf, wobei die Chromomerenzahl im langen 
Schenkel bei den beiden erstgenannten Arten 4—5, bei den letztgenannten sogar 
nur 3 betragt. Da die Chromomerenzahl des kurzen Schenkels bei S. atropur- 
pureum und S.aculeastrum sehr hoch liegt, sind hier stark abweichende Typen 
entstanden. Eine besonders isolierte Stellung nimmt das Chromosom Nr. 12 der 
Species S. pyracanthum und S. heterodoxum ein. Die Genome dieser Arten weisen 
hohe Heterochromasiezahlen auf. Diesés Charakteristikum kommt auch im Chro- 
mosom Nr. 12 dieser Species zum Ausdruck, sie besitzen besonders im langen 
Schenkel hohe Chromomerenzahlen. 


Die Struktur der Pachytaingenome weiterer Gattungen 
der Famile der Solanaceen. 


Nachdem die artenreiche Gattung Solanum eine besonders ein- 
gehende Bearbeitung erfahren hatte, wurden zu Vergleichszwecken 
nahezu alle erreichbaren Gattungen der Familie der Solanaceae nach 
den gleichen Gesichtspunkten bearbeitet. Leider erwiesen sich nur 
wenige Gattungen als zytologisch brauchbar. Neun der insgesamt 
vorhandenen 20 Genera fielen fiir exakte Untersuchungen der Chro- 
mosomenstruktur aus, weil die Pachytankerne der verfiigbaren Arten 
so verknéuelt waren, daB sich eine Bearbeitung dieses meiotischen 
Entwicklungsstadiums nicht durchfiihren lieB. Das gilt auch fiir die 
Species mit besonders niedrigen Chromosomenzahlen. So konnten von 
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Petunia spec. (n=7), Cestrum hartwegit (n = 8) und von einigen 
9chromosomigen Nicotiana-Arten keine Pachytainanalysen angefertigt 
werden, wahrend die 24chromosomigen Arten Scopolia carniolica und 
Withania somnifera sowie Atropa belladonna mit n = 36 Chromosomen 
einen recht guten Einblick in ihre Pachytaéingenome gestatteten. 


Der Grad der gegenseitigen verwandtschaftlichen Beziehungen der unter- 
suchten Gattungen 148t sich allein nach zytologischen Gesichtspunkten nur schwer 
feststellen. Die Genome verschiedener Gattungen besitzen kaum noch gemeinsame 
Ziige; fiir zytologische Untersuchungen kann als wirklich vergleichbares Chro- 
mosom nur noch das Satellitenchromosom Verwendung finden. In der Regel 
besitzt jedes Genom ein fiir die betreffende Gattung speézifisches zytologisches 
Charakteristikum, das in den Chromosomensatzen anderer Gattungen nicht auf- 
tritt oder — wenn es vorhanden ist — gewisse verwandtschaftliche Beziehungen 
vermuten laBt. Soweit dies der Fall ist, sind derartige Gattungen zu einer Gruppe 
zusarmmengefaBt. Die Mehrzahl der untersuchten Genera laBt sich jedoch nicht 
in ein derartiges Schema einordnen, fiir sie ist als ordnendes Prinzip der Hetero- 
chromasiegrad ihrer Genome gewahlt worden. Es werden zunachst die Gattungen 
behandelt, deren Chromosomen keine Differenzierung in hetero- und euchromatische 
Regionen erkennen lassen. Im Anschlu8 daran werden die Genera mit partiell 
heterochromatischen Chromosomen beschrieben. Dabei wird jeweils nur eine 
kurze Charakteristik der Chromosomensitze gegeben. Im Text wird nur auf 
Chromosomen eingegangen, deren Struktur fiir vergleichende Betrachtungen mit 
den Genomen anderer Gattungen von Interesse ist. Die Bauplane der analysierten 
Chromosomen sind aus den beigegebenen Sch ichnungen ersichtlich. 





a) Allgemeine Charakteristik der Genome. 

Die Gattungen Cestrum und Nicotiana. Die beiden Gattungen Ce- 
strum und Nicotiana nehmen innerhalb der Familie der’ Solanaceen 
insofern eine Sondersteilung ein, als ihren Chromosomen die bei allen 
anderen untersuchten Gattungen der Familie vorhandene Differen- 
zierung in hetero- und euchromatische Regionen fehlt. Die Arten dieser 
beiden Genera besitzen nach der gegenwartig giiltigen Ansicht rein 
euchromatische Chromosomen. Leider waren die Pachytaénkerne der 
zur Verfiigung stehenden Species véllig verknauelt. Trotzdem lassen 
sich einige Aussagen iiber die Natur der Chromosomen im Pachytan 
machen. Zunachst muB betont werden, daf die Struktur der euchro- 
matischen Chromosomen etwa von Cestrum elegans oder Nicotiana langs- 
dorffit nicht identisch ist mit der Struktur der euchromatischen Enden 
partiell heterochromatischer Chromosomen. Letztere stellen sehr feine, 
nur schwach farbbare Faden dar, auf denen sich mit der zur Anwendung 
gekommenen Farbmethode in der Regel keine oder doch nur wenige 
sehr kleine Chromomeren nachweisen lassen. Die euchromatischen 
Pachytaénchromosomen der beiden Gattungen Cestrum und Nicotiana 
dagegen sind gut fairbbare, derbe Faden, deren Durchmesser nahezu 
demjenigen einer heterochromatischen Region entspricht. Auf den 
Chromosomen sind in dichter Folge viele relativ kraftig ausgebildete 
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Chromomerea aufgereiht. Die Natur dieser Chromosomen ist im Zu- 
sammenhang mit dem Hetero-Euchromatin-Problem Gegenstand wei- 
terer Untersuchungen. Die eben geschilderten Verhiltnisse gelten fir 
beide Gattungen. Mit Ausnahme des Besitzes rein oder doch vorwiegend 
euchromatischer Chromosomen lassen sich jedoch zwischen den Genera 
Cestrum und Nicotiana in zytologischer Beziehung keine weiteren ge- 
meinsamen Merkmale feststellen. 


Von der Gatiung Cestrum standen die beiden Arten C. elegans und C. hartwegii 
zur Verfiigung. Das Pachytan dieser beiden Arten ist einer Bearbeitung nicht 
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Abb. 39. Cestrum hartwegii, 1. meiotische Ana- Abb. 40. Die Chromosomen von Ce- 

phase. Die Chromosomen mit sekundaren Ein- strum hartwegii in der 1. meiotischen 

schniirungen sind durch Pfeile gekennzeichnet Anaphase (n = 8). 
(2000fach). 


zuganglich. Der Grund hierfiir liegt nicht allein in der Verknauelung der Kerne. 
Es muB vielmehr angenommen werden, daB die Chromosomen entweder de facto 
erheblich langer sind als die Chromosomen aller anderen untersuchten Gattungen 
der Familie, oder aber sie haben im Pachytan erst einen sehr geringen Spiralisations- 
grad erreicht. Das mag der Grund dafiir sein, da8 auch aufgelockerte Pachytan- 
kerne das uniibersichtliche Aussehen von Kernen polyploider Arten haben. Trotz 
der niedrigen Chromosomenzahl von n = 8 konnte nach Durchsicht von mehr als 
20 Pachytanantheren kein einziges isoliertes Chromosom aufgefunden werden. 
Die Insertionsstellen der Chromosomen treten nicht in Erscheinung, das gleiche 
gilt fiir die Endchromomeren. Im Diplotan gestatten die Bivalente einen Ver- 
gleich ihrer Langen, dabei fallt die geringe GréBenstaffelung der Chromosomen 
auf. Von den 8 Bivalenten stimmen 5 in ihrer Lange etwa iiberein, 2 sind etwas 
gréBer, eins deutlich kleiner als die Bivalente der Mittelgruppe. Strukturelle 
Feinheiten, auch die Lage der Insertion, lassen sich in den Diplotanchromosomen 
nicht mehr erkennen. 

Die Spiralisation der Chromosomen erreicht bei den untersuchten Cestrum- 
Arten wahrend des Ablaufs der Meiosis nicht den hohen Grad aller anderen bear- 
beiteten Gattungen der Familie. Die Chromosomen sind in der Meta-, Ana- und 
‘ Telophase nicht — wie bei den anderen Genera — kugelférmig, sondern sie haben 
die Form von Stabchen, die haufig in der Region der Insertionsstelle winkelférmig 
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eingeknickt sind. In den noch relativ langen Anaphasechromosomen l4Bt sich 
die Insertionsstelle lokalisieren, so daB eine Analyse dieses Stadiums gewisse 
Hinweise fiir die systematische Stellung der Gattung Cestrum innerhalb der Familie 
gibt (Abb. 39 und 40). In 7 der 8 Chromosomen liegt die Insertion median; das 
8. Chromosom, das kleinste des Satzes, besitzt eine stark submedian gelegene 
Insertion. Das entscheidende Charakteristikum des Genoms liegt jedoch darin, 
daB insgesamt 4 der 8 vorhandenen Chromosomen sekundaére Einschniirungen 
und einen Satelliten besitzen. Durch das Auftreten von 4 SAT-Chromosomen und 
durch die abweichenden Spiralisationsverhaltnisse der Chromosomen wahrend des 
meiotischen Teilungsablaufs nimmt die Gattung Cestrum eine deutliche Sonder- 
stellung innerhalb der Familie der Solanaceae ein. 
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Abb. 41. Die Pachyténchromosomen von Nicotiana langsdorffii (n=9). Das Genom 
besitzt trotz der niedrigen Chromosomenzahl 2 strukturell etwa itibereinstimmende Sa- 
tellitenchromosomen. Im Typus Nr. 3 konnte die Insertionsstelle nicht lokalisiert werden. 
Den Chromosomen feh]t die fiir alle anderen Gattungen der Familie charakteristische 
Differenzierung in hetero- und euchromatische Regionen. ~ 


Von der Gattung Nicotiana wurden die Species N. langsdorffii 
(n = 9), N. plumbaginifolia (n = 10) und N. glauca (n = 12) bearbeitet. 
Eine Analyse des Pachytins lieB sich nur bei N. langsdorffii — und auch 
hier nur bedingt — durchfithren (Abb. 41). Die Pachytiankerne sind 
in der Regel verkniuelt, isolierte Chromosomen finden sich nur auBerst 
selten. Aber auch wenn sie vorhanden sind, ist ihre Identifizierung nicht 
immer méglich, weil in den sehr merkmalsarmen Chromosomen neben 
der Lange nur die Lage der Insertionsstelle als Erkennungsmerkmal 
verwendet werden kann. Die Insertion léBt sich jedoch nicht in allen 
Fallen exakt lokalisieren. 

Die Pachytaéinchromosomen von N. langsdorffii sind weitgehend 
euchromatischer Natur. Regulire heterochromatische Paritien lassen 
sich in keinem der 9 Chromosomen des Satzes nachweisen. In einigen 
Chromosomen sind jedoch Chromomeren vorhanden, die sich in ihrer 
GréBe und Farbbarkeit deutlich vom Normaltyp der Chromomeren 
euchromatischer Chromosomen unterscheiden. Sie sind tief farbbar 
und gréBer- als die normalen Mikrochromomeren, erreichen jedoch 
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nicht die GréBe der Makrochromomeren partiell heterochromatischer 
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Abb. 42. Atropa belladonna (n = 36, H = 4). 
Charakteristisch fiir viele Chromosomen ist 
ihre niedrige Chromomecrenzahl. Der Typus 
Nr. 3 besitzt keine heterochromatischen Struk- 
turelemente. In den Chromosomen Nr. 4, 7 
und 8 ist nur je 1 Makrochromomer als Be- 
grenzung der Insertionsstelle vorhanden. Die 
Chromosomen Nr. 4—6 besitzen nur im kurzen, 
die Typen Nr. 7—9 nur im langen Schenkel 
heterochromatische Strukturelemente. Das 
Endchromomer im kurzen Schenkel des 
Typus Nr. 5 ist in Form eines vergréBerten 
ochromomers ausgebildet. 


theoretische Erwagungen ist es 
dabei von Bedeutung, daB diese 
mittelgroBen Chromomeren lage- 
maBig in keiner Beziehung zur 
Insertionsstelle stehen. In den 
mitotischen und den prameioti- 
schen Ruhekernen lassen sich 
tatsichlich sehr kleine Chromo- 
zentren nachweisen. Sie sind 
von runder bis rundovaler Form, 
scharf umrandet und heben sich 
durch ihre Gr6éBe und ihre an- 
scheinend konstante Anzahl von 
den in groBer Zahl vorhandenen 
viel kleineren tief gefarbten 
Piinktchen der Ruhekerne ab. 
Ihre Anzahl entspricht etwa der 
haploiden Chromosomenzahl oder 
liegt etwas darunter. Da bereits 
4 Chromozentren auf die Satel- 
liten der in den diploiden Kernen 
vorhandenen 4 Nukleolenchromo- 
somen entfallen, k6énnen nur 
wenige Chromosomen des Genoms 
ein derartiges mittelgroBes Chro- 
momer enthalten. Die Species 
Nicotiana langsdorffii  besitzt 
also nicht rein euchromatische 
Chromosomen, es ist vielmehr 
‘ein ganz schwacher Grad von 
Heterochromasie vorhanden, es 
ist jedoch noch nicht zur Aus- 
bildung regularer Makrochromo- 
meren gekommen. 

Uber den Bau der Chromosomen 
des Genoms lassen sich folgende Aus- 
sagen machen: Die Untersuchung 
des gut zuganglichen Diplotins von 
N. langsdor}fii erbringt eine deutliche 
GréBenstaffelung der Chromosomen, 


die im Pachytan bestatigt werden konnte. AuBer einer Mittelgruppe, die 6 etwa 
gleich lange Chromosomen enthalt, sind 2 deutlich langere Typen vorhanden, von 


denen sich besonders das Chromosom Nr. 8 wegen seiner erheblichen Lange stark 
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von allen anderen Typen des Genoms abhebt. Das Chromosom Nr. 3 ist mit weitem 
Abstand das kleinste Chromosom des Genoms. Die Chromosomen der Mittelgruppe 
lassen sich durch die unierschiedliche Lage ihrer Insertionsstelle gut voneinander 
trennen, im Chromosom Nr. 3 konnte die Insertion nicht lokalisiert werden. 
Besonders iiberragchend ist das Vorhandensein von 2 SAT-Chromosomen im 
Genom von N. langsdorffii. In friihen Pachytankernen treten die beiden SAT- 
Bivalente noch als selbstandige Gemini mit eigenen Nukleolen getrennt im Kern- 
raum auf. Im Verlauf des Pachytans kommt es jedoch zu einer Verschmelzung 
der beiden Nukleolen, die zwangslaufig eine raumliche Annaherung der beiden 
SAT-Bivalente nach sich zieht. Der Endzustand ist eine Konjugation der ins- 
gesamt 4 am Nukleolus liegenden kleinen Satelliten der beiden Bivalente. Die 
Konjugation beschrankt sich auf die Satelliten der Gemini, eine raumliche 
Zuordnung anderer Regionen 1aBt sich nicht 
feststellen. Offenbar sind die beiden SAT- 
Bivalente einander nicht véllig gleichwertig, 
sie zeigen erhebliche Differenzen in der GréBe 
der Nukleolen, die sie zu bilden vermégen. 
Der Nukleolus des einen der beiden Gemini 
weist im Quetschpraparat konstant nur 
knapp den halben Durchmesser des Nukleolus 
des anderen Bivalents auf. Es sind also die 
gleichen Verhiiltnisse realisiert, die auch bei 
anderen polyploiden Arten, etwa bei Atropa 
belladonna oder bei verschiedenen Solanum- ea i 
Arten vorliegen. Leider laBt tich in Gen. 1 4s Des Chrommom ae aS waa 
merkmalsarmen Satellitenbivalenten von ger rein euchromatische Typus Nr. 3 
Nicotiana langsdorffii nicht feststellen, ob von Atropa belladonna (800fach). 
strukturelle Differenzen zwischen ihnen vor- 
handen sind. Eine haufig auftretende geringe GréBendifferenz kann nicht un- 
bedingt als echte Strukturabweichung angesehen werden, sie kann ihre Ursache 
in Differenzen der Spiralisationsgeschwindigkeit der beiden Gemini haben. 


Gattung Atropa. Die Bearbeitung des Pachytians von Atropa bella- 
donna (n = 36) bereitet insofern gewisse Schwierigkeiten, als die 
Pachytankerne dieser polyploiden Species stark verknauelt und wegen 
der hohen Chromosomenzahl des Objektes ohnehin schon wenig tiber- 
sichtlich sind. Trotzdem gelang es, von den 36Chromosomen des 
Satzes 20 zu identifizieren (Abb. 42). Das Charakteristikum des Genoms 
liegt in der niedrigen Chromomerenzahl seiner Chromosomen. Der He- 
terochromasiegrad liegt bei H = 4, das ist der niedrigste Wert aller 
bearbeiteten Gattungen, deren Chromosomen eine Differenzierung in 
hetero- und euchromatische Regionen aufweisen. Von besonderem In- 
teresse ist dabei die Beobachtung, daB im Genom von Atropa belladonna 
mindestens ein rein euchromatisches Chromosom vorhanden isi, ein Chro- 
mosom also, das iiberhaupt kein Heterochromatin besitzt (Nr. 3, Abb. 43). 
Das Chromosom zeigt mit Ausnahme der Insertionsstelle, die sich 
in der nur schwach farbbaren euchromatischen Substanz des Chromo- 
soms nur schwer lokalisieren laiBt, keine faBbaren Strukturele- 
mente. Der Vergleich dieses Typus mit den ebenfalls euchromatischen 
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Chromosomen der Gattungen Cestrum und Nicotiana lapt erkennen, dap 
offenbar 2 verschiedene Modifikationen euchromatischer Chromosomen 
existieren, die in struktureller Beziehung einander nicht gleichgestellt 
werden kénnen. Das total euchromatische Chromosom Nr. 3 des Satzes 
von Atropa belladonna entspricht in seinem Aufbau den euchroma- 
tischen Enden partiell heterochromatischer Chromosomen. Es wurde 
bereits bei der Behandlung der Gattungen Cestrum und Nicotiana be- 
tont, daB dies bei den euchromatischen Chromosomen der Arten 


dieser Genera nicht der Fall ist. 


Im Genom von A. belladonna sind auBerdem 3 Chromosomen vorhanden, bei 
denen sich insofern die ersten Anzeichen der Ausbildung heterochromatischer 
Regionen erkennen lassen, als diese Typen nur ein einziges Makrochromomer 
besitzen. Dieses Chromomer grenzt stets unmittelbar der Insertion an (Chromosomen 
Nr. 4, 7, 8). Bei 3 weiteren Chromosomen sind zwar bereits mehrere Makrochromo- 
meren ausgebildet, die heterochromatischen Strukturelemente gehéren aber nur 
einem Schenkel des Chromosoms an, wahrend der zweite noch kein Heterochromatin 
aufweist. Es ist lediglich ein Mikrochromomer an der Grenze zwischen Insertion 
und Euchromatin vorhanden (Chromosomen Nr. 5, 6, 9). Die restlichen Chromo- 
somentypen des Genoms besitzen beiderseits der Insertion heterochromatische 
Strukturelemente. Hiaufig befinden sich jedoch in einem Schenkel nur 1—2 Makro- 
chromomeren. Norm:.ie partiell heterochromatische Chromosomen mit linger aus- 
gebildeten heterochromatischen Mittelteilen, wie sie in anderen Gattungen der 
Familie der Solanaceen auftreten, liegen nur in den Typen Nr. 19 und 20 vor. 

Auf Grund der Chromosomenzahl von n = 36 sollte das Genom eigentlich 
3 Satellitenchromosomen besitzen, es sind jedoch nur 2 vorhanden. Diese beiden 
Nukleolenchromosomen weisen nur unbedeutende strukturelle Unterschiede auf, 
die sich im wesentlichen auf die GréBe des Satelliten beziehen. Sie bilden 2 ungleich 
groBe Nukleolen, deren Durchmesser sich im Quetschpraparat wie 3:1 verhalten. 
Auch hier kommt wahrend des Pachytans die fiir andere polyploide Arten bereits 
beschriebene Verschmelzung der Nukleolen zustande. 

Von gewissem Interesse fiir vergleichende Betrachtungen ist noch das Chromo- 
som Nr. 5.. Das Endchromomer seines kurzen Schenkels ist in Form eines besonders 
groBen Makrochromomers ausgebildet, dessen Volumen etwa dem Gesamtvolumen 
der beiden Chromomeren des heterochrowatischen Mittelteils gleichkommt. Es 
deutet sich hier eine Sonderentwicklung an, die bei einigen Chromosomen ver- 
schiedener Solanum-Arten auch zu beobachten ist und die ihre extremste Aus- 
gestaltung in den Gattungen Nicandra und Hyoscyamus erfahren hat. 


Gattung Schizanthus. Es wurde das Genom von Schizanthus pinna- 
tus analysiert (n = 10, H = 7). Das Charakteristikum dieser Species 
liegt darin, daB die heterochromatischen Mittelsegmente aller Chro- 
mosomen mit Ausnahme des Satellitenchromosoms gleichartig aus- 
gebildet sind (Abb. 44). Die Chromomerenzahl aller Chromosomen 
betriigt 6—8, die Insertion liegt bei allen median. Infclge der Gleich- 
formigkeit der heterochromatischen Mittelsegmente sind die Chromo- 
somen von Sch. pinnatus sehr merkmalsarm, Unterschiede lassen sich 
lediglich in den Symmetrieverhialtnissen feststellen. Dieser Nachteil 
wird dadurch ausgeglichen, daB sich die Pachytinkerne auf Grund der 
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iibersichtlichen Lagerung ihrer Chromosomen gut bearbeiten lassen; 
die Symmetrieverhaltnisse der verschiedenen Typen lassen sich also 
gut miteinander vergleichen. 


Von den 10 Chromosomen des Genoms haben die Nummern 1—6 einen stark 
asymmetrischen Bau. Bestimmte Chromosomentypen sind in etwa iibereinstim- 
mender Struktur mehrmals im Satz vorhanden. Das gilt fiir die Paare 2—3, 4—5, 
6—7—8, 9—10. Eine besondere Eigenart der Species Schizanthus pinnatus liegt 
darin, daB keine Endchromomeren 
ausgebildet sind. Das Ende der Be ee Be Bs Se SS 
euchromatischen Sckenkel 1l4Bt A bate cath, Sh: en 
sich nur bei einer sehr kontrast- i 53 
reichen Farbung erkennen. Das 4 ss 


Schema des Genoms darfvorallem | 74 

















in bezug auf die Chromosomen- 3-4 F-4 
langen nicht als bindend angesehen a teas 
werden. Die eingangs erwahnten 7 ana 
Unterschiede in der Spiralisations- F4I-4 





geschwindigkeit der Chromosomen 
wahrend der friihen meiotischen 64 
Prophase treten hier besonders 5-6 I-4 
deutlich in Erscheinung. Als Bei- | 7 1 
spiel sei der extrem asymmetrisch 84 
gebaute Chromosomentypus Nr. 2 S434 
angefiihrt. Er hebt sich durch sein W436 
kompaktes, sehr kurzes euchro- yo a 
matisches Ende deutlich von den 
anderen asymmetrischen Chromo- 


somen des Satzes ab. Die ge- Abb. 44. Schizanthus pinnatus (n = 10, H = 7). 
messenen Langen dieses Typus lle Typen mit Ausnahme des Satellitenchromo- 
‘ soms besitzen gleich strukturierte heterochroma- 
echwank en zwischen 24 und 45m, tische Mittelsegmente. Die Endchromomeren 
die seines langen euchromatischen  fenien. Die Chromosomen zeigen nur geringe 
Endes zwischen 17 und 34. Das Langendifferenzen. Das Genom ist ein gutes 
gleiche gilt fiir den Typus Nr. 5, Beispiel fiir einen symmetrischen Karyotypus. 


der-seiner Lange wegen eine gewisse 
Sonderstellung im Genom einnimmt. Seine Gesamtlinge variiert zwischen 34 
und 54, die seines langen Endes zwischen 19 und 36 yu. 

Gattung Scopolia. Es wurde das Genom von Scopolia carniolica mit 
n= 24, H = 14 untersucht (Abb. 45). Eine vollstandige Analyse des 
Satzes ist wegen der hohen Chromosomenzahl des Objekts nicht zu 
erwarten. Isolierte Chromosomen finden sich in den Pachytaénkernen 
relativ haufig, es konnten jedoch niemals in einem Kern mehrere Chro- 
mosomen in iibersichtlicher Lage aufgefunden werden, so da8 nicht 
festgestellt werden konnte, ob bestimmte Chromosomentypen mehrfach 
im Satz vorhanden sind. 


In den Chromosomen von S. carniolica sind nicht nur Mikro- und 
Makrochromomeren, sondern noch Zwischenformen von mittelgroBen 
Chromomeren vorhanden, die wohl noch zum Heterochromatin ge- 
rechnet werden miissen. Sie finden sich bei allen Chromosomen des 
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Genoms und liegen grundsitzlich zwischen den der Insertion benach- 
barten Makrochromomeren und dem Euchromatin. Es entsteht auf 
diese Weise ein kontinuierlicher Ubergang vom Hetero- zum Euchto- 
matin, der sich sehr erschwerend auf die Analyse des Genoms auswirkt, 
weil sich eine exakte Begrenzung der heterochromatischen Mittelseg- 
mente nicht vornehmen 148t. Ahnliche Verhiltnisse beschreibt Lima-pr- 
Faria (1952) fiir die Pachytaénchromosomen des Roggens. Die zweite 
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Abb. 45. Scopolia carniolica (n = 24, H = 14). Alle Typen besitzen isolierte Makrochro- 

momeren in ihren euchromatischen Regionen. Zwischen den der Insertion angrenzenden 

Makrochromomeren und dem Euchromatin liegen Ubergangszonen aus mittelgroBen 

Chromomeren. Die beiden Satellitenchromosomen des Genoms zeigen deutliche strukturelle 
Unterschiede. 


Besonderheit des Genoms von S.carniolica liegt im Vorhandensein 
isolierter Makrochromomeren in den euchromatischen Regionen. Diese 
sehr charakteristischen Strukturelemente treten in allen Chromosomen 
des Satzes auf und sind haufig gute Erkennungsmerkmale der betref- 


fenden Typen. 

Als besonders markantes Chromosom des Genoms sei der Typus Nr. 3 erwahnt. 
Er ist extrem asymmetrisch gebaut und besitzt im langen euchromatischen Ende 
kurz hinter dem heterochromatischen Segment ein isoliertes Makrochromomer. 
Im Gegensatz zu allen anderen bisher analysierten partiell heterochromatischen 
Chromosomen der Familie der Solanaceen besteht der kurze Schenkel dieses Chro- 
mosoms nur aus heterochromatischen Elementen, er besitzt kein. euchromatisches 
Ende. Auch die beiden am Nukleolus ansetzenden SAT-Bivalente sind von groBem 
theoretischen Interesse. Sie stimmen in der Struktur ihres kurzen Schenkels vdllig 
iiberein, im langen Schenkel hingegen sind deutliche Unterschiede vorhanden 
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(Abb. 46). Im AnschluB an das in beiden Chromosomen mit 5 Makrochromomeren 
ausgestattete heterochromatische Segment sind im Typus Nr.1 noch 3—4 mittel- 
groBe Chromomeren lokalisiert, die im Chromosom Nr. 2 fehlen oder nur als Mikro- 
chromomeren angedeutet sind. AuBerdem besitzt der Typus Nr. 1 im euchromati- 
schen Ende ein isoliertes Makrochromomere, das im 2. Nukleolenchromosom eben- 
falls nicht vorhanden ist. Das Chromosom Nr. 1 besitzt also einen starker hetero- 
chromatischen Charakter als das Chromosom Nr. 2. 

Die Species Scopolia carniolica steht offenbar in bezug auf das Verhaltnis 
von Hetero-: Euchromatin in einer lebhaften phylogenetischen Weiterentwicklung. 
Das 148t sich aus den zum Teil recht langen Ubergangszonen zwischen den beiden 
Chromatinsorten ersehen. Das haufige Auftreten isolierter Makrochromomeren in 
den euchromatischen Regionen deutet in die gleiche Richtung. 
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Abb. 46. Die beiden Satellitenbivalente von Scopolia carniolica. Sie 2 a deutliche 
strukturelle Unt hiede (2250fach). 





Gattung Hyoscyamus. Von den 17 Chromosomen des Genoms von 
H. niger (H = 15) konnten 14 identifiziert werden, dabei lieB sich als 
besonderes Charakteristikum der Art eine auffallende Summiering 
heterochromatischer Substanz an den Chromosomenenden nachweisen 
(Abb. 47). 


Wahrend das Endchromomer des langen Schenkels bei allen Chromosomen 
des Satzes gleichartig ausgebildet ist, und zwar in der fiir partiell heterochromatische 
Chromosomen normalen Form als kleines, gut farbbares Chromomer, liegen im 
kurzen Schenkel andere Verhaltnisse vor. Bei einigen Chromosomen ist das End- 
chromomer des kurzen Schenkels ebenfalls ein normales Mikrochromomer (Nr. 3—6). 
Beim Chromosom Nr. 7 hingegen ist es bereits deutlich gréBer, und bei den Typen 
Nr. 8—10 liegt das Endchromomer in Form eines regularen Makrochromomers 
vor. Im Chromosom Nr. 11 sind in dieser Region sogar 2 Chromomeren vorhanden, 
von denen das endstandige als Makrochromomer, das weiter innen gelegene als 
mittelgroBes Chromomer ausgebildet ist. Bei den Chromosomen Nr. 12 und 13 
schlieBlich sind 2 gleichgestaltete Makrochromomeren am Ende des kurzen Schen- 
kels vorhanden. Das bedeutet aber, daB in dem sehr schwach heterochromatischen 
Chromosom Nr. 12 am Chromosomenende ebensoviel oder sogar noch mehr hetero- 
chromatische Substanz lokalisiert ist als im heterochromatischen Mittelteil. Die 
extremste Entwicklung in dieser Richtung ist im Chromosoni Nr. 14 realisiert. 
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Hier besteht das Ende des kurzen Schenkels aus einer reguliren heterochromatischen 
Region, die aus 3 Makrochromomeren zusammengesetzt ist. Eine derartig cha- 
rakteristische Ausgestaltung der Endchromomeren konnte in dieser umfassenden 
Form nur in der Gattung Hyoscyamus nachgewiesen werden. Sie tritt weniger 
stark ausgepragt bei Nicandra physaloides auf und ist auch im Genom von Aftropa 
belladonna angedeutet. Ahnliche Erscheinungen beschreibt Lima-pE-F arta (1952) 
fiir die Pachytanchromosomen von Secale cereale. Hier schlieBen in einigen Fallen 
beide Chromosc henkel mit groBen heterochromatischen ,,knobs‘“ ab, die 
ebenfalls aus 2—3 Makrochromomeren zusammengesetzt sind. 
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Abb. 47. Hyoscyamus niger (n = 17, H = 15). Charakteristisch fiir das Genom ist die 
unterschiediiche Ausgestaltung der Enden der kurzer Schenkel. In den Typen Nr. 12—14 
sind am Chromosomenende regelrechte kurze heterochromatische Zonen vorhanden. 


Das Genom von Hyoscyamus niger besitzt n = 17 Chromosomen. Es handelt 
sich offenbar um eine heteroploide Form, die durch die Vermehrung einzelner 
Chromosomen entstanden sein muB. Im Gegensatz zur ebenfalls hyperdiploiden 
Species Solanum seaforthianum ist hier im Zuge der Verdoppelung einiger Chro- 
mosomen auch das Satellitenchromosom vermehrt worden. In den Pachytin- 
kernen befinden sich beide SAT-Bivalente 4m Nukleolus, Paarungstendenzen 
zwischen diesen homologen Gemini lassen sich nicht nachweisen. In bezug auf 
ihren Feinbau sind geringe Unterschiede vorhanden, die sich auf die Anzahl der 
Makrochromomeren beziehen. Das Chromosom Nr. 1 besitzt im langen Schenkel 
eine deutlich héhere Chromomerenzahl als das Chromosom Nr. 2. AuBerdem tritt 
im Typus Nr.1 in der Nahe der Insertion ein Makrochromomer infolge seiner 
GréBe besonders in Erscheinung, das dem Chromosom Nr. 2 in dieser charak- 
teristischen Ausgestaltung fehlt. Es liegen hier also analoge Verhialtnisse vor, wie 
sie bereits fiir die beiden Nukleolenchromosomen von Scopolia carniolica beschrie- 
ben wurden. Die strukturellen Differenzen der anderen Chromosomen des Genoms 
sind — vor allem wegen der unterschiedlichen Ausgestaltung der Chromosomen- 





7ST TNT aS 














Die Chromosomenstruktur der Solanaceen. 591 


enden — leicht zu iibersehen, so daB die Identifizierung der meisten Typen trotz 
der hohen Chromosomenzahl durchgefiihrt werden konnte. Es treten jedoch mit 
Ausnahme der Endchromomeren keine strukturellen Besonderheiten auf, die fiir 
vergleichende Betrachtungen von Bedeutung sind. 

Unter den Chromosomen des Genoms lassen sich zwanglos einige Paare zu 
Zweiergruppen vereinigen; es handelt sich offenbar um die im Zuge der phylo- 
genetischen Entwicklung vermehrten Chromosomen des Satzes. Dazu gehédren 
auBer den Satellitenchromosomen noch die Paare 3—4 und 13—14. Die Chromo- 
somen des Paares 3—4 stimmen strukturell vollstandig iiberein, beim Paar 13—14 
sind nur geringfiigige Differenzen vorhanden, die sich auf die Anzahl der Makro- 
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Abb. 48. Nicandra physaloides (n = 10, H = 20). Bei vielen Chromosomen des Satzes 

sind am Ende des kurzen Schenkels 2 Makrochromomeren vorhanden. Die Typen Nr. 2—4 

besitzen nur im langen Schenkel eine aus Makrochromomeren aufgebaute heterochromati- 

sche Region, im kurzen Schenkel dieser Chromosomen sind nur einige Mikrochromomeren 
vorhanden. 


chromomeren und auf die an den ae, aay mB lokalisierte Masse hetero- 
chromatischer Substanz beziehen. 

Gattung Nicandra. Das.Genom von Nicandra physaloides (n = 10, 
H = 20, Abb. 48) ist durch 3 Eigenarten charakterisiert. Zunichst sind 
die Chromosomen im Pachytan erheblich linger als die entsprechenden 
Chromosomen aller anderen untersuchten Gattungen der Familie. Es 
lieBen sich zwar nicht die vollen Langen aller Chromosomen des Genoms 
ermitteln, weil die langen euchromatischen Enden z.B. der Typen 
Nr. 3 und 8 in den zur Verkniuelung neigenden Kernen niemals frei 
lagen. Der Durchschnittswert der 7 in ihrer Gesamtlainge analysierten 
Chromosomen Nr. 1, 2,4—7 und 9 liegt bei etwa 52 je Chromosom. 
Dieser Wert liegt weit iiber den entsprechenden Werten der Genome 
anderer Gattungen (Schizanthus pinnatus 30 u, Atropa belladonna und 
Withania somnifera 33 u, Solanum lycopersicum 34 u, Scopolia carniolica 
37 u, Datura suaveolens 404). Die ausgewerteten Priparate enthielten 
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dabei keine friihen Pachytainstadien, es wurden vielmehr normale 
Pachytankerne untersucht, die mit den Kernen anderer Objekte durch- 
aus vergleichbar sind. Die erhebliche Lange der Pachytanchromosomen 
des Genoms von N. physaloides kann also nicht durch eine schwichere 


Spiralisation der euchromatischen Enden erklart werden. 
Das 2. Charakteristikum der 



































Abb. 49. Withania somnifera (n = 24, H =22). ToChromatischen Segments im 


Die Typen Nr. 2—5 enden im kurzen Schenkel kurzen Schenkel. 


heterochromatisch, die Chromosomen Nr. 6 und 7 : ‘ 3 
besitzen nur ein sehr kurz ausgebildetes Diese Zone ist nur in den Chromo- 


euchromatisches Ende. somen Nr.8 und 9 — in sehr geringer 
Chromomerenzahl auch noch in den 
Typen Nr. 6 und 7 — in Form einer normal ausgebildeten heterochromatischen 
Region vorhanden. Im SAT-Chromosom und im Typus Nr. 5 sind im kurzen 
Schenkel keine Makrochromomeren, sondern nur mittelgroBe Chromomeren 
lokalisiert. Die Chromosomen Nr. 2—4 schlieBlich enthalten in der der Insertion 
benachbarten Region des kurzen Schenkels nur jeweils 3—4 Mikrochromomeren, 
also iiberhaupt keine heterochromatischen Strukturelemente. 


Gattung Withania. Die zur Verfiigung stehende Art Withania somni- 
fera (n = 24, H = 23) besitzt stark heterochromatische Chromosomen. 
Sie sind in ihrer Struktur von groSer Ubersichtlichkeit, weil eine scharfe 
Grenze zwischen dem Hetero- und dem Euchromatin vorhanden ist 
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(Abb. 49). Im Genom ist trotz der Chromosomenzahl von n = 24 nur 
ein Satellitenchromosom vorhanden. An diesem Chromosom laBt sich 
weder ein besonders ausgeprigter Satellit noch eine achromatische 
Zone nachweisen (Abb. 50). Von groBem Interesse ist das Auftreten 
total heterochromatischer Schenkel in einigen Chromosomen, wie sie 
fiir einen Chromosomentypus von Scopolia carniolica bereits beschrieben 
wurden (Abb. 51). 





: £ Sigs 
Abb. 50. Abb. 51. 
Abb. 50. Das Satellitenchromosom von Withania somnifera (2250fach). 


Abb. 51. Der Typus Nr. 3 von Withania somnifera. Der kurze Schenkel des Chromosoms 
: besitzt kein euchromatisches Ende (2250fach). 


Es sind auBer dem Satellitenchromosom mindestens noch 3 Chromosomen- 
typen im Genom vorhanden, deren kurzer Schenkel ausschlieBlich aus Makro- 
chromomeren besteht (Nr. 3—5, Abb. 51). Das Chromosom Nr. 2 besitzt eben- 
falls einen total heterochromatischen Schenkel, es enthalt jedoch am Chromosomen- 
ende 2 mittelgroBe Chromomeren. Bei den Chromgsomen Nr. 6 und 7 schlieBlich 
ist im kurzen Schenkel neben heterochromatischen Strukturen nur eine extrem 
kurze euchromatische Endzone nachweisbar, sie nimmt kaum mehr Raum ein 
als ein Makrochromomer. Die restlichen identifizierten Chromosomen sind als 
» normal‘ zu bezeichnen und besitzen die tiblichen 2 euchromatischen Enden beider- 
seits des heterochromatischen Mittelteils. 

Das Auftreten total heterochromatischer Schenkel, auch das Vorhandensein 
von Zonen mittelgroBer Chromomeren bei einigen Chromosomen (im Typus Nr 12 
liegt eine derartige Zone sogar weit vom Heterochromatin entfernt mitten im 
euchromatischen Ende) deuten darauf hin, da8 auch Withania somnifera in phylo- 
genetischer Beziehung eine isolierte Stellung einnimmt, entweder als stark ab- 
geleitet oder als besonders urspriinglich aufgefaBt werden muB. 

Gattung Saracha. Die Chromosomen von Saracha jaltomata (n = 12, H = 25) 
besitzen lang ausgebildete heterochromatische Mittelsegmente, das Genom weist 
eine Heterochromasiezahl von H = 25 auf. Als besonders kennzeichnend fiir den 
Satz mu8 das Auftreten isolierter mittel- bis normalgroBer Makrochromomeren in 
den euchromatischen Partien einiger Chromosomen angefiihrt werden (Nr. 1, 3, 
6, 7 und 8, Abb. 52). Fir vergleichende Betrachtungen ist nur das SAT-Chromosom 
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von Interesse. Es besitzt einen aus 2 Makrochromomeren zuzimmengesetzten 
Satelliten, auf den eine sehr lang ausgebildete achromatische Zone folgt. Die 
Insertion liegt submedian, sie unterteilt das Heterochromatin in 2 Partien zu 
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Abb. 52. Saracha jaltomata (n = 12, H = 15). 


12+ 5 Makrochromomeren. Im 
AnschluB an den heterochroma- 
tischen Mittelteil erscheinen — 
durch 3 Mikrochromomeren ab- 
gesetzt — noch 2 mittelgroBe 
Chromomeren. Auch das Chro- 
mosom Nr. 3 ist sehr charakte- 
ristisch strukturiert: das hetero- 
chromatische Mittelsegment ist 
durch die Insertion und eine 
euchromatische Briicke in 3 Teile 
zergliedert. Die Struktur der 
iibrigen Chromosomen des Satzes 
ist aus der Schemazeichnung er- 
sichtlich. 

Gattung Datura. Von der 
Gattung Datura konnte nur 
D. suaveolens (n = 12, H = 30) 
mit Erfolg bearbeitet werden. 
Die bei den anderen untersuchten 


Solanaceen angewandte Farbmethode fiihrt bei dieser Species nicht zum Ziel. Gute 
Ergebnisse erhalt man, wenn man die freigelegten Antheren in ein Gemisch von 
10 cm® gesattigter Eisessig-Karmin-Lésung -+ 0,15 cm? FeCl, bringt und sie nach 
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Abb. 53. Datura suaveolens (n = 12, H = 30). 


24 Std in ein 2. Farbgemisch 
der gleichen Zusa tzung 
umlegt. Man erreicht nach 
einer Farbedauer von etwa 
48 Std eine sehr kontrastreiche 
Farbung. Die Bearbeitung des 
Genoms von D. suaveolens 
stéBt jedoch auch bei gut ge- 
lungener Fa-»ung auf erheb- 
liche Schwierigkeiten, weil die 
Pachytankerne dieser Species 
in der Regel stark verknauelt 
sind und sich isolierte Chro- 
mosomen nur sehr selten auf- 
finden. 


Von den 12 Chromoso- 
men des Genoms konnten 
10 identifiziert werden 
(Abb. 53). Besonders cha- 
rakteristisch ist das Auif- 





treten isolierter Makrochromomeren in den euchromatischen Regionen, 
wie sie in den Chromosomen Nr. 5, 6, 8 und 10 in Einzahl, im Typus Nr.3 
in Mehrzahl vorhanden sind. Auch die kraftige Entwicklung der End- 
chromomeren sei erwahnt. Diese beiden Faktoren erschweren die Identi- 
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fizierung der Chromosomen haufig, da eine auffallende Tendenz zur 
Verklebung der Endchromomeren besteht. Sie kann in der Weise 
erfolgen, daB die beiden Enden eines Geminus miteinander verkleben 
oder konjugieren, so daB der Eindruck eines in sich zuriicklaufenden 
Bivalents entsteht. Es kénnen jedoch auch Endchromomeren benach- 
barter Gemini aneinanderliegen. Nur in 33% aller Fille lagen die 
beiden Enden isolierter Bivalente frei. Wenn in den euchromatischen 
Schenkeln derartig verklebter Bivalente isolierte Makrochromomeren 


























3: -I2 25-27 
‘- 17-78 ~6 

~20 3-10 
li if. oh 

4-0 IN 
6 5 LT -\S——— ———— —— 
74 ao ~Z 

Im 4 
8 + = 
~ ~2B 

9 4 aiid nbaihll ilies 














Abb. 54. Physalis philadelphica (n = 12, H = 38). Die Chromosomen besitzen sehr lang 
ausgebildete heterochromatische Segmente mit hohen Chr 





lokalisiert sind, die sich morphologisch von den Endchromomeren kaum 
unterscheiden, so 1a4Bt sich das Chromosomenende haufig nicht exakt 
ermitteln. 

Ein weiteres Kennzeichen aller Chromosomen des Genoms sind die sehr lang 
ausgebildeten heterochromatischen Mittelsegmente. Die durchschnittliche Chro- 
momerenzahl je Chromosom liegt bei etwa 20. Das Satellitenchromosom besitzt 
einen, langen, aus 7—8 dicht gelagerten Chromomeren zusammerigesetzten Satel- 
liten, der sich ohne Ubergang in die heterochromatische Region des kurzen Schenkels 
fortsetzt. Eine achromatische Zone wurde nicht beobachtet. Die Insertion liegt 
etwa median. 

Gattung Physalis. Von der Gattung Physalis wurden die Arten 
Ph. alkekengi, Ph. franchetii, Ph. minima und Ph. philadelphica unter- 
sucht. Die Pachytankerne der erstgenannten Arten sind so verknauelt, 
daB sie sich nicht bearbeiten lassen. Im Pachytin von Ph. philadelphica 
finden sich sehr selten isoliert gelegene Chromosomen, die wenigstens 
eine Teilanalyse dieser Species erméglichen (Abb. 54). Von den 12 Chro- 
mosomen des Satzes konnten 9 analysiert werden. Als besonders kenn- 
zeichnend fiir das Genom muB der stark heterochromatische Charakter 
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seiner Chromosomen angesprochen werden. Die niedrigste Chromo- 
ynerenzahl der analysierten Typen liegt bei 23 (SAT-Chromosom ohne 
Beriicksichtigung des Satelliten), der Durchschnittswert des Genoms 
liegt mit H = 38 auBerordentlich hoch. In den Chromosomen Nr. 5 
und 6 nimmt das Heterochromatin 55%, im Chromosom Nr. 8 50% der 
Chromosomenlinge ein. Die Gesamtlange der Chromosomen Nr. 7 und 9 
konnte nicht ermittelt werden, der Anteil des Heterochromatins diirfte 


jedoch bei ihnen noch héher sein. Das Chromosom Nr. 9 weist mit mehr. 


als 60 Makrochromomeren die héchste Chromomerenzahl aller hisher 
identifizierten Chromiosomen der Familie der Solanaceen auf. Fir den 
Vergleich mit anderen Genera kommt nur das Satellitenchromosom in 
Frage. Es besitzt einen langen Satelliten, eine achromatische Zone ist 
nicht ausgebildet oder nur schwach angedeutet. Besonders auffallend 
ist die extrem submedian gelegene Insertion. 


Die Heterochromasiezahl von H = 38, die fiir den Satz von Ph. philadelphica 
ermittelt wurde, stellt — abgesehen von der Gattung Petunia — den héchsten 
Wert aller-untersuchten Genera der Familie dar. Die wenigen analysierten Chro- 
mosomen von Ph. minima weisen ebenfalls sehr hohe Chromomerenzahlen auf. 
Fiir diese Species kann als Anhaltswert eine Heterochromasiezahl von H = 40 
angegeben werden. Das Entsprechende gilt fiir Ph. alkekengi. In diesem Zusammen- 
hang sei erwahnt, daB im Verlauf der Artbildung in der Gattung Physalis auch 
Chromosomenmutationen abgelaufen sind. Das gilt zumindest fiir die beiden 
Arten Ph. alkekengi und Ph. franchetii. Es konnten fiir diese Species sehr kom- 
plizierte, instabile Konfigurationen in der Diakinese nachgewiesen werden, auf 
die im Rahmen einer gesonderten Arbeit ausfiihrlicher eingegangen werden wird 
(GorTscHALK 1954). Sie sind offenbar die Ursache der Verknauelung der Pachytan- 
kerne und haben auch die hohe Pollensterilitat zur Folge, die fiir die beiden 
Species nachgewiesen werden konnte. 

Gattungen Browallia, Brunfelsia, Capsicum, Juanulloa, Lycium, Nierembergia, 
Nolana, Petunia und Salpiglossis. Bei den obengenannten Gattungen konnte die 
Bearbeitung des Pachytans wegen der starken Verknauelung nicht durchgefiihrt 
werden. Trotzdem lassen sich iiber diese Genera einige zytologische Aussagen 
machen, die fiir ihre systematische Stellung in der Familie der Solanaceen von 
Interesse sind. Zunachst konnte mit Sicherheit festgestellt werden, daB die unter- 
suchten Arten aller genannten Gattungen partiell heterochromatische Chromo- 
somen besitzen. Dieser Nachweis wurde fiir die Species Juanulloa aurantiaca, 
Lycium halimifolium, Salpiglossis sinuata, Capsicum nigrum und C. calvill sowie 
fiir eine nicht naher bestimmte Petunia-Art an Pachytankernen ermittelt. Das 
gleiche gilt fiir die der Familie der Solanaceen sehr nahestehende Gattung Nolana, 
von der die beiden Arten N. atriplicifolia und N. prostrata zur Verfiigung standen. 
Wenn auch die Analyse einzelner Pachyténchromosomen nicht méglich war, so 
wurden in den verknauelten Kernen doch heterochromatische Mittelsegmente 
erkannt. Bei Nolana atriplicifolia lieB sich sogar in vielen Chromosomen die An- 
zahl der Makrochromomeren ermitteln, so da8 der Heterochromasiegrad dieser 
Species annaherungsweise errechnet werden konnte. Er liegt bei etwa 20. 

Das Pachytan einer 7chromosomigen Petunia-Art war so stark verkniuelt, 
daB auch nach Durchsicht vieler Praparate nicht ein einziges isoliertes Chromosom 
aufgefunden werden konnte. Es wurde jedoch mehrfach das heterochromatische 
Segment des SAT-Bivalents analysiert, so daB dieses Chromosom fiir vergleichende 
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Betrachtungen herangezogen werden kann. Das Chromosom setzt mit normalen 
Makrochromomeren am Nukleolus an, ein Satellit und eine achromatische Zone 
lassen sich nicht feststellen. Der sehr lang ausgebildete heterochromatische Mittel- 
teil ist aus etwa 35 Makrochromomeren zusammengesetzt (Abb. 55). Auch die 
anderen Chromosomen des Genoms besitzen sehr lange heterochromatische Seg- 
mente mit hohen Chromomerenzahlen. Aus 3 nicht vollstandig identifizierten 
Chromosomentypen ergibt sich anhaltsweise eine Heterochromasiezahl von etwa 40. 
Die euchromatischen Enden weisen einen etwas starkeren Durchmesser auf als 
die entsprechenden Regionen der Chromosomen anderer Gattungen. Leider ist 
die Gattung Petunia trotz ihrer niedrigen Chromosomenzahl ein zytologisch nicht 
brauchbares Objekt. 

In den Species Browallia grandiflora, Brunfelsia macrophylla und Nierem- 
bergia coerulea konnte das Pachytan nicht erfaBt werden. Es fanden sich jedoch 
in den Ruhe- bzw. Arbeitskernen des somatischen Antherengewebes Chromo- 
zentren, so daB die partiell heterochromatische Natur der Chromosomen dieser 
Species auBer Frage steht. 


b) Der Vergleich der Satellitenchromosomen verschiedener Gattungen 

der Familie der Solanaceen. 

Im Anschlu8 an die Besprechung der Genome der untersuchten 
Gattungen der Familie sollen einander entsprechende Chromosomen 
verschiedener Genera in Bezug auf ihren strukturellen Feinbau mit- 
einander verglichen werden. Die lange phylogenetische Eigenentwicklung 
der heute vorhandenen Gattungen hat zur Folge, daB sich kaum noch 
gemeinsame Ziige ihrer Genome auffinden lassen. Die im urspriinglichen 
Sinne einander entsprechenden Chromosomen haben sich in struktureller 
Beziehung bei den untersuchten Genera nach verschiedenen Richtungen 
hin entwickelt, so daB sie heute nicht mehr als homolog erkannt werden 
kénnen. Als wirklich vergleichbar kann auch fiir diese Fragestellung 
wiederum nur das Satellitenchromosom herangezogen werden. 

Nachdem die SAT-Chromosomen verschiedener Solanum-Arten schon 
erhebliche strukturelle Differenzen aufwiesen, werden wir bei den Nu- 
kleolenchromosomen verschiedener Gattungen noch gréBere Unterschiede 
erwarten. In der Abb. 55 sind die Satellitenchromosomen von 12 Genera 
der Familie der Solanaceen schematisch dargestellt. Die in Erscheinung 
tretenden Differenzen beziehen sich auf die Lage der Insertion und auf 
die Ausgestaltung-der heterochromatischen Mittelsegmente. Die Chro- 
momerenzahlen liegen zwischen 6 und 37. Der Abstand der Insertion 
von der achromatischen Zone und damit die Lange des kurzen Schenkels 
des Chromosoms schwankt zwischen 1,5 und etwa 10 yn. 


Eine Beziehung zwischen der Lange des kurzen Schenkels und der Chromo- 
merenzahl im gesamten heterochromatischen Mittelsegment besteht nicht. Ein 
Satellitenchromosom, dessen kurzer Schenkel von sehr geringer Ausdehnung ist, 
kann in seinem gesamten heterochromatischen Mittelteil eine niedrige Chromo- 
merenzahl aufweisen (Schizanthus pinnatus), seine Chromomerenzahl kann aber 
auch sehr hoch. liegen (Physalis philadelphica). Das Entsprechende gilt fiir die 
SAT-Chromosomen, deren kurzer Schenkel relativ lang ausgebildet ist. Hier mu8 
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natiirlich die Gesamtzahl der Chromomeren héher sein, sie kann aber immer noch 
stark variieren. So sind im Nukleolenchromosom von Saracha jaltomata 19, bei 
Petunia spec. 37 Makrochromomeren vorhanden. Da sich eine Beziehung zwischen 
der Lange des kurzen Schenkels und der Gesamtchromomerenzahl im Chromosom 
nicht nachweisen laBt, miissen die Prozesse, die diese Differenzen im Verlauf der 
Evolution herbeigefiihrt haben, unabhangig voneinander auf das Chromosom ein- 
gewirkt haben. 
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Abb. 55. Die Struktur der Satellitenchromosomen verschiedener Gattungen der Familie 
der Sol eae. Die Chre hlen der heterochromatischen Segmente liegen zwischen 
6 (Atropa belladonna) und 35 ( Petunia spec.). Die Lange des kurzen heterochromatischen 
Schenkels variiert zwischen 1,5 u (P. lis philadelphica) und 9 u (Petunia spec., Nicotiana 
~ langsdorffii). 
D. Theoretischer Teil. 
1. Das Problem von Hetero- und Euchromatin in Verbindung 
mit evolutionistischen Fragestellungen. 

Eines der auffilligsten Untersuchungsergebnisse der Arbeit besteht 
darin, daB die heterochromatischen Zonen einander entsprechender 
Chromosomen verschiedener Arten der Familie der Solanaceae von sehr 
unterschiedlicher Ausdehnung sein kénnen. Die Heterochromasiezahlen 
der bearbeiteten Species sind in der Tabelle 1 zusammengestellt. Sie 
weisen bereits innerhalb der Gattung Solanum eine breite Streuung 
auf. Der niedrigste Wert liegt bei 7 (Solanum aviculare), der héchste 
bei 40 (S. sisymbrifolium). Der Mittelwert der Gattung Solanum liegt 
nach Beriicksichtigung von 26 Arten bei etwa 17. Die Unterschiede 
sind noch gréBer, wenn man auch die anderen bearbeiteten Genera der 
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Tabelle 1. Die Heterochr iezahlen der untersuchten Arten 
der Familie der Solanaceen. 
Anzahl 
Ltd Haploide | deridenti-| Hetero- 
Nr. Species Chromo- | fizierten | chromasie- 
somenzahl| Chromo- zahl 
somen 

1 | Solanum aviculare. .... 2... w.- 24 16 7 

2 | Solanum lycopersicum........ 12 12 12 

3 | Solanum duleamara ......... 12 10 12 

4 | Solanum nigrum .......... 36 11 12 

5 | Solanum tuberosum ......... 24 11 13 

6 | Solanum pimpinellifolium ...... 12 10 14 

7 | Solanum hirsutum. ......... 12 12 14 

8 | Solanum peruvianum ........ 12 12 14 

9 | Solanum infundibuliforme ..... . 12 8 14 
10 | Solanum chacoense ......... 12 10 15 
11 | Solanumgiloraddi ......... 12 ll 15 
12 | Solanum seaforthianum ....... 16 12 15 
13 | Solanum humboldtii ......... 12 ll 16 
14 | Solanum tomatillo. ......... 12 1l 16 
15 | Solaunm caldasis . . . 22. ss wt 12 10 16 
16 | Solanum melongena ......... 12 10 16 
17 | Solanum rostratum. ....... ee 12 6 16 
18 | Solanum lyc. var. rosarigerum.... . 12 ll 16 
19 | Solanum echegarayi ......... 12 5 17 
20 | Solanum aculeastrum. ........ 12 ll 19 
21 | Solanum memphiticum........ 36 32 20 
22 | Solanum atropurpureum ....... 12 10 2] 
23 | Solanum luteum . .* ew ke 24 ll 21 
24 | Solanum heterodorum ........ 12 10 24 
25 | Solanum pyracanthum........ 12 ae 34 
26 | Solanum sisymbrifolium ....... 12 2 40 
27. | Cestrum hartwegit. .... 25. 6. ew ecle s 8 ~- 0 
28 | Nicotiana langsdorffii ........ 9 9 0 
29 | Atropa belladonna. ......... 36 20 4 
30 | Schizanthus pinnatus ........ 10 10 7 
31 | Scopoliacarniolica .........- 24 13 14 
32 | Hyoscyamus niger. ........ 17 14 15 
33 | (Nolanaatriplicifolia)........ 12 — 20 
34 | Nicandra physaloides ........ 10 9 20 
35 Withania somnifera ......... 24 17 22 
36 | Saracha jaliomata. ......... 12 9 25 
37 | Datura suaveolens... ....... 12 10 30 
38 | Physalis philadelphica ........ 12 9 38 
Ue | Pee WMI et) es ee ee 24 --: 40 
40) Patan epee so Oe s AS 7 3 40 














Familie der Solanaceae zu diesem Vergleich heranzieht. In den Chro- 
mosomen der Gattungen Cestrum und Nicotiana sind keine hetero- 
chromatischen Partien vorhanden, wahrend die Genome der Genera 
Physalis und Petunia extrem hohe Heterochromasiezahlen aufweisen. 
Der Heterochromasiegrad stellt einen spezifischen Wert dar, der einen 
Vergleich der Genome verschiedener Species erméglicht. Es lassen sich 
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auf diese Weise gewisse Aussagen iiber die Verwandtschaftsverhiltnisse 
und damit iiber die systematische Stellung der bearbeiteten Arten 
machen. Dariiber hinaus ist die Festlegung des Heterochromasiegrades 
fir die Beurteilung theoretischer Fragen von groBem Interesse, die 
das Problem der Stabilitat der Chromosomenstruktur im Verlauf langerer 
stammesgeschichtlicher Entwicklungsperioden betreffen. Als Kern- 
problem muB in diesem Zusammenhang die Frage erértert werden, ob 
der Besitz heterochromatischer Strukturelemente gegeniiber rein euchro- 
matischen Chromosomen als urspriingliches oder als abgeleitetes Merkmal 
anzusehen ist. Ein beweiskraftiger Entscheid fiir eine dieser beiden 
Méglichkeiten 1a8t sich vorerst noch nicht treffen. Die Tatsache, daB 
spezifische Cliromomeren in den gleichen Regionen einander entspre- 
chender Chromosomen nahe verwandter Arten in unterschiedlicher 
GréBe auftreten oder ganz fehlen, l48t sich theoretisch auf zweierlei 
Weise deuten. Es wire denkbar, daB ein urspriinglich vorhandenes 
Makrochromomer im Verlauf der Evolution mehr und mehr abgebaut 
wurde, bis schlieBlich als Endzustand das reine Euchromatin in dieser 
Region entstand bzw. iibrigblieb. Man kann aber ebensogut annehmen, 
daB in einer urspriinglich euchromatischen Region zunachst ein Mikro- 
chromomer gebildet wurde, das durch Anlagerung weiterer hetero- 
chromatischer Substanz im Lauf der phylogenetischen Entwicklung 
zum heutigen Makrochromomer aufgebaut wurde. Folgende Uber- 
legungen sprechen fiir die letztere Annahme: 

1. Objekte mit partiell heterochromatischen Chromosomen treten 
im Pflanzenreich nicht haufig auf. Die bis jetzt bekannten Arten ge- 
héren vorwiegend systematischen Einheiten an, die als abgeleitet be- 
trachtet werden. So finden sich partiell heterochromatische Chromo- 
somen bei den Solanaceae, Scrophulariaceae, Oenotheraceae, Balsamina- 
ceae, Gesneriaceac (OEHLKERS 1943), ferner in den Genomen vieler 
Liliaceen und Gramineen. Als Beispiel fiihrt SteBBrins (1951) die Species 
Sorghum vulgare an: sie besitzt in ihren Ruhekernen groBe Chromo- 
zentren und stellt in systematischer Beziehung das Endglied in ihrem 
Tribus dar. Andererseits besitzen einige zytologisch bearbeitete Arten 
urspriinglicher Familien, etwa der Ranunculaceae, vorwiegend euchro- 
matische Chromosomen. Diejenigen Gattungen dieser Familie, in deren 
Chromosomen heterochromatische Regionen vorhanden sind, wie das 
Genus Thalictrum, gelten wiederum als abgeleitet. 

2. Die untersuchten Arten der Gattung Solanum besitzen nahezu 
ausschlieBlich symmetrisch gebaute Bliiten. Die Species S. heterodoxum 
jedoch zeichnet sich durch eine sehr deutlich in Erscheinung tretende 
Asymmetrie im Bliitenbau aus, sie mu8 also nach systematischen Ge- 
sichtspunkten als abgeleitet betrachtet werden. Die Heterochromasie- 
zahl dieser Species ist auffallend hoch, sie liegt bei 24. Es ist in diesem 














Die Chromosomenstruktur der Solanaceen. 601 


Falle also mit einem als abgeleitet bekannten Bliitenmerkmal ein hoher 
Anteil heterochromatischer Strukturelemente am Chromosom verbunden. 

3. Im heterochromatischen Mittelsegment eines Chromosoms von 
Solanum seaforthianum sind 2 Chromomeren vorhanden, deren Volumen 
erheblich gréBer ist als das Volumen normaler Makrochromomeren. Das 
gleiche gilt fiir einige Chromosomen tuberarer Solanum-Arten. Dieses 
Phinomen JaB8t sich zwanglos deuten, wenn man annimmt, daB diese 
Chromomeren durch eine zusatzliche Auflagerung heterochromatischer 
Substanz entstanden sind. Es ist hier offenbar eine abnorme Weiter- 
entwicklung in einer spezifischen Chromosomenregion abgelaufen. Das 
gleiche gilt fiir die extreme Ausgestaltung der Chromosomenenden in 
den Gattungen Hyoscyamus und Nicandra. Hier liegen die Endchromo- 
meren ebenfalls in Form iiberdimensionaler Makrochromomeren vor, 
die auf dem gleichen Wege entstanden sein kénnten. In entsprechender 
Weise kann man das Auftreten kleiner Chromomeren als den Beginn 
einer neuen Heterochromatinanlagerung an einer euchromatischen Zone 
auffassen. 

Aus den eben -angestellten Uberlegungen heraus lé8t sich das Vor- 
handensein rein euchromatischer Chromosomen als urspriinglich und das 
Auftreten heterochromatischer Zonen als abgeleitet deuten. Diese Inter- 
pretation soll als Arbeitshypothese fiir die Auswertung der vorliegenden 
Untersuchungsergebnisse verwendet werden. Es mu8 nochmals betont 
werden, daB es sich hierbei nur um eine Interpretationsméglichkeit und 
nicht um einen Beweis handelt, der sich fiir phylogenetische Fragestel- 
lungen ohnehin nicht erbringen la8t. Nach dieser Deutung miiBten im 
Verlauf der weiteren phylogenetischen Entwicklung total heterochro- 
matische Chromosomen entstehen. Die Gattung Withania scheint sich 
auf diesem Wege weiterentwickelt zu haben; bei einigen Chromosomen 
des Genoms von Withania somnifera besitzt der kurze Schenkel bereits 
einen total heterochromatischen Charakter. 

Entscheidend fiir die Haltbarkeit der vorliegenden Hypothese wird 
die Beantwortung der- Frage sein, inwieweit mit der Umwandlung 
euchromatischer Regionen in heterochromatische oder umgekehrt gene- 
tische Konsequenzen verbunden sind. Theoretisch sind 2 Méglichkeiten 
gegeben. Es wire denkbar, daB diese Strukturanderungen einen un- 
mittelbaren Einflu8 auf die Aktivitét der in den betroffenen Chromo- 
somenregionen lokalisierten Gene gehabt haben. Aus der zytogenetischen 
Arbeit an Oenothera, besonders aber an Drosophila, liegen Befunde vor, 
nach denen die Anzahl der in den heterochromatischen Regionen lokali- 
sierten aktiven Gene sehr viel geringer ist als in euchromatischen Zonen 
der gleichen Ausdehnung. Die Annahme, da8 die im Heterochromatin 
gelegenen Gene in genetischer Beziehung inaktiv sind, mu8 nach Han- 
NAH (1951) als nicht mehr vertretbar bezeichnet werden, wenn auch 
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noch keinerlei Klarheit dariiber besteht, welche genetischen Funktionen 
den heterochromatischen Partien zuzuschreiben sind. Auch die Ergeb- 
nisse der vorliegenden Arbeit machen es wahrscheinlich, daB mit der 
Zunahme heterochromatischer Elemente nicht unbedingt eine Abnahme 
der genetischen Aktivitét der betreffenden Chromosomen verbunden 
sein mu8. Bei den Arten Solanum heterodoxum, 8. pyracanthum, noch 
deutlicher in den Gattungen Petunia und Physalis ist der heterochromati- 
sche Anteil am Chromosom so hoch, daB im Zuge der Umwandlung 
euchromatischer Regionen in heterochromatische eine groBe Anzahl von 
Genen hatte inaktiviert werden miissen, darunter auch solche, deren Aus- 
schaltung entweder vollstandige Letalitat oder doch eine starke Herab- 
setzung der Vitalitat zur Folge gehabt haben miBte. Die Arten mit 
auffallend hohen Heterochromasiezahlen zeigen jedoch volle Vitalitit, 
ihre Gene besitzen folglich die notwendige Aktivitét normaler Arten. 
Es ist natiirlich denkbar, daB die in den euchromatischen Regionen 
lokalisierten Gene fiir die Aufrechterhaltung aller Lebensvorginge der 
Organismen dieser Arten ausreichen. Mit gleicher Berechtigung kann 
man jedoch annehmen, dais mit der Ausbildung heterochromatischer 
Zonen keine Inaktivierung der in ihnen lokalisierten Gene verbunden 
war. Es kann sich vielmehr um eine Anlagerung neu gebildeter hetero- 
chromatischer Substanz an das bereits vorhandene euchromatische 
Grundgeriist handeln, ohne daB dadurch die Gene dieser Zonen ent- 
scheidend beeinfluBt worden sind. Diese Frage wird Gegenstand weiterer 
experimenteller Arbeiten sein. 


2. Der Ablauf strukturveraindernder Prozesse wihrend der Evelution. 


Die der Arbeit zugrunde liegende Problemstellung kann methodisch © 


auf 2 verschiedenen Wegen behandelt werden. Man kann durch den 
Vergleich homologer Chromosomen in den Genomen verschiedener Arten 
feststellen, ob strukturelle Differenzen zwischen ihnen vorhanden sind 
und nach welchen GesetzmaBigkeiten die ihnen zugrunde liegenden 
Prozesse abgelaufen sind. Man wird bei Anwendung dieser Methode 
einen Einblick in die ganze Breite und Vielfalt der abgelaufenen Vor- 
gange erhalten, muB hierbei jedoch beriicksichtigen, daB sich die unter- 
suchten Arten stammesgeschichtlich unter ganz verschiedenartigen Um- 
weltbedingungen entwickelt haben kénnen. Schon darin kann ein Grund 
fiir die heute feststellbare Verschiedenheit urspriinglich homologer 
Chromosomentypen liegen. Die 2. Méglichkeit der Bearbeitung dieses 
Problems liegt darin, daB man die Genome autopolyploider Arten unter- 
sucht und feststellt, ob die zum Zeitpunkt der Polyploidisierung iden- 
tischen Chromosomenpaare heute noch in ihrem strukturellen Feinbau 
iibereinstimmen. Lassen sich hier Unterschiede nachweisen, so miissen 
sie ganz anders bewertet werden; sie kénnen:hier nicht auf verschiedene 
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Umwe'tbedingungen zuriickgefiihrt werden, da sie an den Individuen 
der gleichen Art im gleichen Lebensraum entstanden sind. 

Es soll zunichst der erstgenannte methodische Weg eingeschlagen 
werden. Mit Hilfe der im empirischen Teil dargestellten Untersuchungs- 
ergebnisse 148t sich feststellen, daB Differenzen im Anteil des Hetero- 
chromatins wihrend der Evolution auf 2 verschiedenen Wegen zustande 
gekommen sind. Die Verainderungen in den heterochromatischen Mittel- 
segmenten sind offenbar auf eine andere Weise erfolgt als die entspre- 
chenden Vorgiinge in den ebenfalls stark heterochromatischen Satelliten 
der Nukleolenchromosomen. 

Beziiglich der Entstehung bzw. der VergréBerung heterochromatischer 
Mittelsegmente zeichnen sich 2 GesetzmaBigkeiten ab. Es gibt partiell 
heterochromatische Chromosomen, die nur ein Makrochromomer be- 
sitzen. Dieses Chromomer liegt niemals mitten in einem euchromatischen 
Schenkel, sondern stets unmittelbar neben der Insertion. Die Anlage- 
rung heterochromatischer Substanz im Verlauf der Evolution hat also 
in der Grenzzone von Insertion und Euchromatin begonnen. Diese 
GesetzmaBigkeit tritt noch heute im Genom von Atropa belladonna in 
Erscheinung (Abb. 42). Ist die Neubildung heterochromatischer Sub- 
stanz auf einem Chromosom einmal abgelaufen, so kann ihre Vermeh- 
rung auf zweierlei Weise erfolgen: Das 2. Makrochromomer kann neben 
dem bereits vorhandenen im gleichen Schenkel des Chromosoms ent- 
stehen, es kann jedoch auch an der 2. Flanke der Insertion zur Aus- 
bildung gelangen, gehért damit also dem anderen Schenkel an. Der Satz 
von Atropa belladonna zeigt, daB beide Wege im gleichen Genom be- 
schritten worden sind. Die 2. GesetzmaBigkeit besteht darin, daB nicht 
sofort das endgiiltige Makrochromomer gebildet wird. Es kommt viel- 
mehr zunachst zur Anlagerung geringer Mengen heterochromatischer 
Substanz, die in Form eines Mikrochromomers in Erscheinung treten. 
Dieses Mikrochromomer wird durch Auflagerung von Heterochromatin 
im Verlauf der Evolution vergréBert; es treten Chromomeren auf, die 
in ihrem Volumen alle Zwischenformen zwischen einem Mikro- und 
einem Makrochromomer einnehmen. Der heute sichtbare Endzustand 
dieser Entwicklung ist das Makrochromomer. Es tritt bei den unter- 
suchten Arten der Familie der Solanaceen in etwa iibereinstimmender 
GréBe auf, nur selten léBt sich eine weitere VergréBerung einzelner 
Makrochromomeren beobachten. 

Unter der Voraussetzung, daB mit der Veranderung der Chromo- 
somenstruktur im Verlauf der Evolution tatsichlich eine Zunahme 
heterochromatischer Elemente verbunden war, la8t sich fiir bestimmte 
Chromosomentypen der Gattung Solanum ein Stammbaum konstruieren. 
Man erhilt auf diese Weise aufschluBreiche Entwicklungsreihen, an 
derem Anfang Chromosomen mit niedriger und an derem Ende Typen 
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mit relativ hoher Chromomerenzahl stehen. Zwischen diesen beiden 
Extremen finden sich interessante Ubergangsformen. Aus ihrer Struktur 
lassen sich gewisse Vorstellungen ableiten, auf welchem Wege die Zu- 
nahme heterochromatischer Strukturelemente abgelaufen ist. 

Fir den Chromosomentypus Nr. 11 148t sich nach Bearbeitung von 
15 Arten folgender Entwicklungsgang rekonstruieren (Abb. 56): Wir 
gehen von der Annahme aus, daB dieses Chromosom in einer hypotheti- 
schen Stammform der Gattung iiberhaupt keine Makrochromomeren im 
heutigen Sinne aufwies, sondern beiderseits der Insertion nur die fir 
euchromatische Chromosomen charakteristischen Mikrochromomeren 
besaB. Die strukturelle Weiterentwicklung des Chromosoms kénnte sich 
etwa folgendermaBen abgespielt haben: Es wurden zunachst an einer 
oder an beiden Flanken der Insertionsstelle geringe Mengen hetero- 
chromatischer Substanz angelagert, die zur Ausbildung der ersten 
Makrochromomeren fihrten. Das Chromosom Nr.11 von Solanum 
memphiticum scheint auf dieser friihen Entwicklungsstufe stehen- 
geblicben zu sein, es besitzt beiderseits der Insertion nur je 1—2 Makro- 
chromomeren. An diesen Primarvorgang hat sich eine fortschreitende 
Umwandlung euchromatischer Zonen in heterochromatische angeschlos- 
sen. Der ProzeB schritt dabei kontinuierlich — yon der Insertionsstelle 
aus beginnend —- in Richtung auf die Chromosomenenden fort. Dabei 
ist die Umwandlung offenbar nicht in beiden Schenkeln gleichartig 
verlaufen,:es findet sich vielmehr bei einigen Arten eine deutliche Be- 
vorzugung des kurzen Schenkels. Im Chromosom Nr. 11 von Solanum 
atropurpureum sind in dieser Region bereits 5—6 Makrochromomeren 
vorhanden, wahrend im langen Schenkel noch keine heterochromatischen 
Strukturelemente nachweisbar sind. Auch bei S. hirsutum und S. peru- 
vianum ist der kurze Schenkel bereits stark mit Heterochromatin auf- 
gefiillt worden, ohne da8 im langen Schenkel der entsprechende Vor- 
gang abgelaufen ist. Es sind hier nur 1 Makrochromomer und eine 
bei den Arten wechselnde Anzahl von Mikrochromomeren vorhanden. 

Die Umwandlung des langen Schenkels setzt bei Solanum dulcamara 
ein und wird bei S. pimpinellifolium und S. humboldtii fortgefiihrt. Im 
empirischen Teil wurde fir die Reihe S.dulcamara, S. pimpinelli- 
tolium, S. humboldtii, S. chacoense bereits beschrieben, wie dieser Vor- 
gang im einzelnen abgelaufen sein konnte. Es werden in der dem hetero- 
chromatischen Segment des langen Schenkels angrenzenden euchro- 
matischen Region zunichst Mikrochromomeren angelegt, deren Volumen 
durch Anlagerung weiteren Heterochromatins zunimmt, bis schlieBlich 
die heute sichtbaren Makrochromomeren ausgebildet sind. Diese Ent- 
wicklung wird bei den Arten S. seaforthianum und S. gilo raddi in 
beiden Schenkeln durch die Anlagerung weiterer heterochromatischer 
Elemente fortgesetzt. Als am stairksten abgeleitet in dieser Reihe ist 
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das 2. im Genom von S. seaforthianum vorhandene Chromosom Nr. 11 
anzusehen. Es besitzt im kurzen Schenkel ein iscliertes Makrochromo- 
mer. Die Ausbildung heterochromatischer Zonen wird also hier fort- 
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Abb. 56. Die strukturelle Verinderung des Chromosomentypus Nr. 11 der Gattung 
Solanum im Verlauf der phylogenetischen Entwicklung (Erliuterung im Text). 


gesetzt, ohne da8 der riumliche Zusammenhang mit dem bereits vor- 
handenen heterochromatischen Mittelteil gewahrt wird. Zwischen dem 
isolierten Makrochromomer und dem heterochromatischen Segment sind 
jedoch bereits einige Mikrochromomeren vorhanden, die darauf hin- 
deuten, daB der UmwandlungsprozeB in dieser Region nachgeholt wird. 
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Eine ahnliche Entwicklungsreihe 148t sich fiir den Chromosomentypus Nr. 12 
der Gattung Solanum aufstellen (Abb. 57). Als hypothetische Ausgangsform oder 
als sehr urspriingliche Zwischenform mu8 ein sehr langes, extrem asymmetrisch 
gebautes Chromosom angenommen werden, das offenbar einen nur schwach aus- 
gebildeten heterochromatischen Mittelteil mit niedriger Chromomerenzahl und 
etwa median gelegener Insertion besaB. Die Entwicklung ist offenbar 2 verschiedene 
Wege gegangen. Bei den Species Solanum aculeastrum und S. atropurpureum 
enthalt der lange Schenkel nur 3 Makrochromomeren. Im kurzen Schenkel jedoch 
hat der heterochromatische Anteil bereits einen sehr hohen Grad erreicht: Es 
sind bei S. aculeastrum 15, bei S. atropurpureum 16—17 Makrochromomeren vor- 
handen. Auf diese Weise sind die sehr charakteristischen K-L-K-L-Typen ent- 
standen. Bei S. rostratum la8t sich die Auffiillung des langen Schenkels beob- 
achten, er enthalt bereits 5 Chromomeren. Ein isoliertes Makrochromomer in 
einiger Entfernung vom heterochromatischen Segment deutet darauf hin, daB die 
Entwicklung hier noch nicht abgeschlossen ist. 

Eine 2. Gruppe von Arten ist dadurch gekennzeichnet, daB die Entstehung 
heterochromatischer Elemente in beiden Schenkeln des Chromosoms Nr. 12 etwa 
gleichmaBig abgelaufen ist. Auf diese Weise ist der fiir die Tomatengruppe cha- 
rakteristische Bauplan dieses Typus entstanden: ein sehr langes, extrem asymme- 
trisch gebautes Chromosom mit median gelegener Insertion, wie es im Genom der 
Arten S.chacoense, S.melongena, S.lycopersicum, 8. humboldtii, 8. racemigerum, 
8. hirsutum und 8S. peruvianum auftritt. Aus dem Chromosom Nr. 12 von S. mem- 
phiticum ist ersichtlich, daB auch diese Form noch keinen Endzustand darstellt. 
Es entspricht in seiner Struktur noch weitgehend dem Typus Nr. 12 der eben- 
genannten Arten, besitzt jedoch im langen Schenkel in kurzer Entfernung vom 
heterochromatischen Segment ein isoliertes Chromomer. Offenbar lauft hier die 
Ausbildung neuer Strukturelemente weiter. Das Endglied der bis heute abgelau- 
fenen Entwicklung liegt bei den untersuchten Species in den Genomen von S. pyra- 
canthum und S. heterodoxum vor. Hier befinden sich im langen Schenkel bereits 
16 bzw. 20 Makrochromomeren. Diese Species miissen auf Grund ihrer hohen 
Heterochromasiezahlen ohnehin als stark abgeleitet betrachtet werden. 


Die Beispiele der Chromosomen Nr. 11 und 12 des Solanum-Genoms 
haben gezeigt, daB bei Anwendung der oben formulierten Arbeitshypo- 
these eine VergréBerung der heterochromatischen Mittelsegmente durch 
eine Vermehrung der Makrochromomeren zustande kommt, wobei die 
Makrochromomeren aus kleineren Ausgangs- bzw. Zwischenformen ent- 
stehen. Entscheidend fiir den Ablauf dieser Prozesse ist die Tatsache, 
daB hier neve heterochromatische Elemente auf einem bereits vor- 
handenen euchromatischen Grundgeriist aufgebaut werden. Das ist 
offenbar bei der VergréBerung des Satelliten der Nukleolenchromosomen 
nicht der Fall. Das SAT-Chromosom besitzt nur im langen Schenkel 
ein euchromatisches Ende, der kurze Schenkel wird vom Satelliten 
begrenzt. Bei giinstigen Objekten léBt sich erkennen, daB der Satellit 
die gleiche Chromomerenstruktur aufweist wie das heterochromatische 
Mittelsegment. Aus den empirischen Befunden mu8 nun geschlossen 
werden, daf die Satelliten bereits innerhalb sehr kurzer phylogenetischer 
Entwicklungsperioden erhebliche Langenverainderungen erfahren haben 
(Abb. 2). Es ist offenbar auch hier eine Neubildung von Makrochromo- 
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meren zustande gekommen, nur kann dieser ProzeB nicht auf dem 
gleichen Wege abgelaufen sein wie im heterochromatischen Mittelteil. 
Es ist ja jenseits des Satelliten keine euchromatische Region mehr vor- 
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Abb. 57. Die strukturelle Veranderung des Chromosomentypus Nr. 12 der Gattung 
Solanum im Verlauf der Evolution (Erlauterung im Text). 


handen, auf der heterochromatische Substanz aufgelagert werden kénnte. 
Es mu8 vielmehr angenommen werden, da8 die Strukturelemente des 
Satelliten ohne Gegenwart von Euchromatin gebildet worden sind. In 
sehr seltenen Fiillen lassen sich ganz kurze euchromatische Anhange 
am Satelliten beobachten, es sieht aus, als liefen die heterochromatischen 
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Satelliten in eine kurze euchromatische Spitze aus. Es muB also die 
Moglichkeit in Betracht gezogen werden, daB als erste Neubildung eine 
kurze euchromatische Zone zur Ausbildung gelangt, die als Grundlage 
der Entstehung der Makrochromomeren dient. Es lieBe sich bei dieser 
Deutung auch die iibereinstimmende Struktur von Satellit und hetero- 
chromatischem Mittelsegment verstehen. 

Es wurden soeben die strukturellen Differenzen einander entspre- 
chender Chromosomen verschiedener Arten diskutiert. Im Anschlu8 daran 
sollen homologe Bivalente innerhalb eines Satzes autopolyploider Arten in 

bezug auf ihre morpholo- 
Afropa Solanum Scopolia gischen Verschiedenheiten 
belladonna memphiticum Corniolica behandelt werden. Fiir diese 
Untersuchungen eignen sich 
nur die Satellitenbivalente, 
weil nur bei ihnen eine 
Homologie wirklich feststeht. 











J 
i Leider war es nur bei wenigen 
fn 7 polyploiden Species még- 
lich, die Struktur beider 


Nukleolenbivalente so exakt 
zu. ermitteln, daB sie mit- 
einander verglichen werden 
kénnen. Die 36chromosomige 
Art Atropa belladonna be- 
Abb. 58. Die Struktur der homologen Satellitenbiva- gitzt 2 SAT-Bivalente, die 
lente in den polyploiden Arten Atropa belladonna, “4 
Sol phiticum und Scopolia carniolica.. — mit Ausnahme des Sa- 
telliten — in ihrer Struktur 
vollstandig iibereinstimmen (Abb. 58). Bei Solanum memphiticum lassen 
sich bereits deutliche Unterschiede zwischen den beiden homologen SAT- 
Bivalenten des Genoms feststellen. Noch gréBere Differenzen sind bei 
Scopolia carniolica vorhanden: Hier enthalt der heterochromatische 
Mittelteil des 1. Bivalents eine etwa doppelt so hohe Chromosomenzahl 
wie die entsprechende Zone des 2. Geminus. Auch in der Ausgestaltung 
des euchromatischen Endes sind gewisse Unterschiede nachweisbar. 
Man kann diese Beobachtungen so deuten, da8 die unmittelbar nach 
Ablauf der Polyploidisierung doch zweifellos identischen homologen 
Bivalente im Verlauf ihrer Evolution eine verschiedenartige Entwick- 
lung erfahren haben. Sie tritt heute in Form struktureller Differenzen 
in Erscheinung. Bei Scopolia carniolica la8t sich aus der gr6BenmaBigen 
Abstufung der Chromomeren des Bivalents Nr.1 der Ablauf seiner 
strukturellen Weiterentwicklung gegeniiber dem Bivalent Nr. 2 ab- 
leiten. Es hat dabei den Anschein, als seien die strukturellen Unter- 
schiede, die zwischen homologen Bivalenten einer autopolyploiden 
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Species vorhanden sind, in qualitativer Beziehung von der gleichen Art 
wie die Differenzen, die sich zwischen homologen Chromosomen ver- 
schiedener Species nachweisen lassen, nur sind sie in quantitativer Be- 
ziehung geringer. 


Natiirlich muB mit der Méglichkeit gerechnet werden, daB die eben erwahnten 
Arten auf allopolyploidem Wege entstanden sind und daB die homologen Satelliten- 
bivalente der beiden Ausgangsformen bereits gewisse strukturelle Unterschiede 
aufwiesen. Dieser Annahme steht jedoch das Ergebnis umfangreicher Artkreu- 
zungen in der Gattung Solanum entgegen: Keimfahige Samen wurden nur nach 
Bastardierung nahe verwandter Arten erhalten, die hinsichtlich der Struktur ihrer 
homologen Chromosomen nur geringfiigige Unterschiede zeigen. 


3. Die Veranderung der realen Linge bestimmter Chromosomenregionen 
im Verlauf der stammesgeschichtlichen Entwicklung. 


Die im vergangenen Kapitel behandelten Vorgiinge lassen die Grund- 
struktur eines Chromosoms, die durch seine Lange und die Lage der 
Insertionsstelle und damit auch durch die Lange der beiden Chromo- 
somenschenkel gegeben ist, unverandert. Es kommen durch diese Pro- 
zesse nur lokal begrenzte, sekundére Umwandlungen in bestimmten 
Regionen zustande, die ihren Ausdruck in einer Verschiebung des gegen- 
seitigen Mengenverhaltnisses von Hetero- und Euchromatin finden. Es 
muB jetzt noch die Frage gepriift werden, ob auch die reale Lange eines 
Chromosoms im Verlauf der Evolution eine Veranderung erfahren hat. 


Diese Fragestellung 148t sich methodisch insofern nur schwierig bearbeiten, 
als die Lange eines Chromosoms oder einer Chromosomenregion im Pachytan auf 
Grund der anlaufenden Spiralisation groBen Schwankungen unterworfen ist. In 
einem partiell heterochromatischen Chromosom lassen sich diese Untersuchungen 
an heterochromatischen Zonen zuverlassiger durchfiihren als an euchromatischen. 
Zunachst ist die Variabilitat der Langen heterochromatischer Zonen bedeutend 
geringer als die der euchromatischen, wichtiger jedoch ist das Vorhandensein 
zahlbarer Strukturelemente im Heterochromatin. Fiir die Bearbeitung dieser 
Fragestellung ist der kurze. Schenkel des Satellitenchromosoms der verfiigbaren 
Arten der Familie der Solanaceae verwendet worden. Er besteht mit Ausnahme 
der achromatischen Zone nur aus heterochromatischen Elementen und besitzt 
kein euchromatisches Ende. Die Lange dieser Zone 14B8t sich exakt ausmessen. 
Es ist jedoch eine Kontrolle der gemessenen Werte. notwendig, um spiralisations- 
bedingte Differenzen auszuschalten. Als Kontrolle eignet sich die Anzahl der Makro. 
chromomeren der fraglichen Region; sie ist ja ein fiir jede Art typisches, konstantes 
Strukturmerkmal. Wenn also diese Region bei verschiedenen Species eine unter- 
schiedliche Ausdehnung aufweist und wenn damit ein gleichlaufender Unterschied 
in der Chromomerenzahl parallel lauft, kénnen diese Differenzen als wirklich 
bestehend angesehen werden. Die gemessene Lange des kurzen Schenkels des 
SAT-Chromosoms ohne Beriicksichtigung der achromatischen Zone und des Sa- 
telliten stellt somit in Verbindung mit der Chromomerenzahl dieser Region einen 
fiir alle untersuchten Arten vergleichbaren Wert dar. Mit Hilfe dieser Werte miiBte 
es moéglich sein, festzustellen, ob die raumlichen AusmaBe einer bestimmten Region 
im Verlauf der Evolution konstant geblieben sind oder ob sie sich verandert haben. 
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Im empirischen Teil wurde bereits ausfihrlich auf die strukturellen 
Differenzen der Satellitenchromosomen verschiedener Arten, besonders 
im Hinblick der Lage der Insertion, eingegangen. Hier seien nur die 
Ergebnisse kurz wiederholt und zur Diskussion gestellt. Bereits bei 
den verschiedenen Arten der Gattung Solanum sind erhebliche Langen- 
differenzen des kurzen Schenkels vorhanden. Die Werte liegen nach 
Beriicksichtigung von 22 Arten zwischen 1 und 6, (Abb. 36). Die 
Parallelerscheinung findet sich in den Chromomerenzahlen dieser Zone, 
sie liegen zwischen 2 und 11. Noch gréBer sind die Unterschiede beim 
Vergleich der Satellitenchromosomen verschiedener Gattungen (Abb. 55). 
Die Entfernung der Insertion von der achromatischen Zone betragt bei 
Physalis philadelphica 1,5, bei Petunia spec. etwa 10; die Chromo- 
merenzahlen dieser Region variieren hier sogar zwischen 2 und 17. 
Diese Befunde lassen sich nur in der Weise deuten, daB das Volumen 
dieser Chromosomenregion im Verlauf der phylogenetischen Aufspal- 
tung der Gattung Solanum bzw. der Familie der Solanaceen bei ver- 
schiedenen Species eine unterschiedliche Ausbildung erfahren hat, d. h. 
vermehrt oder vermindert worden ist. 

Als Ursache fiir die im Verlauf der Evolution zustande gekommenen 
Langenveranderungen miissen in erster Linie Chromosomenmutationen 
genannt werden. Die Verkiirzung eines Chromosoms kann durch den 
Ablauf von Fragmentationen und Deletionen, seine Verlingerung durch 
Duplikationen erklart werden. Diese Annahme gilt jedoch nur unter 
gewissen Voraussetzungen. Es muB die Mutation in einem sehr friihen 
Stadium der Embryonalentwicklung abgelaufen sein. Nur dann werden 
namlich die Embryosack- und die Pollenmutterzellen des gleichen Or- 
ganismus in einem bestimmten Chromosomentypus die gleiche Mutation 
aufweisen. Unter der Voraussetzung, da8 das mutierte Chromosom 
die Lebenstiichtigkeit der entstehenden Keimzellen nicht nennenswert 
herabsetzt, enthalten in einem derartig mutierten Organismus also je 
50% der mannlichen und der weiblichen Keimzellen das veranderte 
Chromosom. Bei Selbstbestiubung werden also neben normalen Orga- 
nismen auch solche entstehen, in denen die betreffende Chromosomen- 
mutation in beiden Homologen eines Bivalents vorhanden ist. 

Als Ursache fiir die oben beschriebenen Langenverainderungen des 
kurzen Schenkels des Satellitenchromosoms kénnen prinzipiell ebenfalls 
Chromosomenmutationen, und zwar Deletionen, angenommen werden. 
Da es sich hier jedoch um eine ausschlieBlich heterochromatische Zone 
handelt, ist noch eine andere Deutung denkbar. Es wurde bei der Be- 
sprechung der Satelliten betont, daB hier eine Neubildung heterochroma- 
tischer Elemente und damit eine Verlingerung einer bestimmten Chro- 
mosomenregion ohne den Ablauf von Chromosomenmutationen méglich 
ist. Es lauft hier anscheinend eine Eigenvermehrung der Makrochromo- 
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meren ab. Wenn wir diesen Vorgang auf den kurzen Schenkel des 
Satellitenchromosoms tibertragen, so lieBe sich damit die VergréBerung 
dieser Region erklaren. Es miiBten dann diejenigen SAT-Chromosomen, 
deren kurzer Schenkel nur aus wenigen Makrochromomeren zusammen- 
gesetzt ist, in bezug auf ihre Struktur als urspriinglich angesehen werden, 
wahrend héhere Chromomerenzahlen als abgeleitet aufgefaBt werden 
miBten. Ein Hinweis auf die Brauchbarkeit dieser Hypothese wird 
durch die niedrige Heterochromasiezahl der Species Solanum aviculare 
gegeben; sie nimmt mit H = 7 den niedrigsten Wert aller untersuchten 
Arten der Gattung Solanum ein, wird folglich als relativ urspriinglich 
gedeutet. Der kurze Schenkel des Satellitenchromosoms dieser Species 
besitzt mit 2 Makrochromomeren nun ebenfalls die niedrigste Anzahl, 
die in der Gattung Solanum aufgefunden wurde. Andererseits besitzt 
das Nukleolenchromosom von Solanum memphiticum in seinem kurzen 
Schenkel 10—11 Makrochromomeren, miiBte also der obigen Hypo- 
these nach abgeleitet sein. Die Parallele hierzu findet sich in der hohen 
Heterochromasiezahl dieser Species von H = 20 und in einigen anderen 
ausgesprochen abgeleiteten zytologischen Merkmalen. 


4. Die Sekundarpaarung und ihre Bedeutung fiir die Bearbeitung 

phylogenetischer Fragestellungen. 

In autopolyploiden Organismen lassen sich wahrend des Ablaufs 
der Meiosis in der Prometaphase und der Metaphase an Stelle normaler 
Bivalente haufig Vierergruppen von Chromosomen auffinden, die ihre 
Ursache offenbar in gesetzmaBigen Lagebeziehungen der homologen 
Bivalente derartiger polyploider Kerne haben. Man bezeichnet die 
Konjugationstendenz von mehr als 2 Homologen als ,,Sekundérpaarung“ 
[,secondary association’ (LAWRENCE 1929), ,,Sekundare Polyploidie“ 
(DaRLIneTon 1927)]. Das Phinomen der Sekundarpaarung wird haufig 
als zytologische Testmethode fiir den Nachweis der Polyploidie ver- 
wendet. Bei manchen Species, deren Chromosomenzahl im Verlauf der 
Evolution vermehrt worden ist, tritt die Polyploidie heute nicht mehr 
in Erscheinung. La®t sich im meiotischen Stadienablauf derartiger 
Objekte eine ,,secondary association“ nachweisen, so deutet das darauf 
hin, daB mehr als 2 Homologe in ihren Kernen vorhanden sind, daB die 
betreffenden Arten also polyploid sind. 

Die Zuverlassigkeit dieser Methode ist sehr umstritten (PROPACH 
1937, Lamm 1945). Die Ursache hierfiir liegt darin, daB sich bei der 
Bearbeitung von Prometaphase, MI und MII nur die raéumlichen Ver- 
haltnisse im Kern erfassen lassen. Es ist jedoch in diesen Stadien nicht 
méglich, nachzuweisen, ob mit der lagemaBigen Zuordnung wirklich 
eine Homologie der betreffenden Bivalente verbunden ist. Fiir die 
Klarung dieser Frage ist das Pachytin besonders geeignet. Es erlaubt 
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eine eingehende strukturelle Analyse der assoziierten Bivalente; auBer- 
dem sind in den Pachytainkernen ohnehin klare Paarungstendenzen 
homologer Chromosomen vorhanden. Existieren dariiber hinaus Kon- 
jugationsbestrebungen zwischen homologen Bivalenten, so miBten sie 
im Pachytén deutlicher in Erscheinung treten als in den spiteren 
Stadien der Meiosis oder als in der Mitose. 

Derartige Untersuchungen scheitern in der Regel an der zytologi- 
schen Unbrauchbarkeit der in Frage kommenden friihen Stadien der 
Meiosis. Das Pachytan polyploider Arten ist derart uniibersichtlich, 
da8 es sich nur in Ausnahmefiallen fiir die Bearbeitung dieser Frage- 
stellung eignet. Trotz dieser Schwierigkeiten liegen fiir einige poly- 
ploide Objekte bereits Untersuchungsergebnisse vor (STRAUB 1939 an 
Antirrhinum majus, BOLLE und Straus 1942 an Impatiens balsamina, 
Linnert 1949 an Digitalis purpurea). In der vorliegenden Arbeit 
wurde das Problem der Sekundarpaarung im Pachytan einiger poly- 
ploider Species der Familie der Solanaceen untersucht. Es wurde dabei 
besonderer Wert auf die Korrelation zwischen Sekundarpaarung und 
Chromosomenstruktur gelegt. Damit ist die Bearbeitung der ,,secondary 
association’ aber zu einer durchaus brauchbaren Testmethode fiir 
phylogenetische Fragestellungen geworden. 

Die Sekundarpaarung soll zunachst fiir die Klarung der Frage nach 
dem Zeitpunkt des Ablaufs der Polyploidisierung wahrend der Evo- 
lution herangezogen werden. Es soll also der Versuch gemacht werden, 
mit ihrer Hilfe das relative stammesgeschichtliche Alter der bearbeiteten 
Species zu ermitteln. 

Es miissen zunaichst 2 Formen der Sekundarpaarung unterschieden werden, 
deren Folgen verschiedenartig sind. Es kénnen zwischen 2 homologen Pachytan- 
gemini relativ lockere raumliche Beziehungen im Kern bestehen. Sie auBern sich 
in einer Parallellagerung einander entsprechender Bivalentregionen, ohne daB es 
zu einer unmittelbaren Konjugation bestimmter Partien- dieser Gemini kommt. 
Es handelt sich bei dieser lagemaBigen Zuordnung offenbar um die letzte Auswir- 
kung einer gerade noch erkennbaren Homologie zwischen friiher einmal vollstandig 
homologen Bivalenten. In den spateren meiotischen Entwicklungsstadien hinter- 
laBt diese Form der Sekundarpaarung keine zytologisch faBbaren Effekte, fiir 
ihre Aufklarung ist also die Bearbeitung des Pachytaéns notwendig. Da keine 
Partnerwechsel zustande gekommen sind, werden auch keine Multivalente gebildet. 
Diese Erscheinung erwahnt bereits Linnertr (1949) fiir Digitalis. Im Material 
der vorliegenden Arbeit wurde sie in gréBerem Umfang im Pachytan von Solanum 
tuberosum, sehr viel seltener bei S. aviculare aufgefunden. 

Die 2., intensivere Form der Sekundarpaarung ist dann gegeben, wenn 2 homo- 
loge Pachytangemini iiber ganze Regionen hinweg miteinander in Beriihrung stehen. 
Die Bindung dieser beiden Gemini erreicht zwar niemals einen mit der Parallel- 
konjugation homologer Chromosomen vergleichbaren Grad, sie ist aber doch so 
eng, daB zwischen den assoziierten Bivalenten Partnerwechsel zustande kommen 
kénnen. Damit ist die Méglichkeit der Bildung von Multivalenten gegeben, die 
sich auch in den etwas spateren Stadien der meiotischen Prophase, vor allem in 
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der Diakinese, aufklaren lassen. Sie kénnen also auch an Objekten bearbeitet 
werden, bei denen der Einblick in das Pachytan nicht méglich ist (LinneRT 1948 
an Oenothera). 

Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten polyploiden Arten 
handelt es sich ausnahmslos um natiirliche Polyploide. Sie zeigen hin- 
sichtlich der Sekundarpaarung groBe Unterschiede, die offenbar auf 
das verschiedene phylogenetische Alter dieser Species zuriickzufiihren 
sind. Um die zytologischen Verhaltnisse dieser Arten richtig deuten 
zu kénnen, ist es notwendig, zundchst die Paarungsverhiltnisse bei 
experimentell hergestellten polyploiden Formen zu betrachten, bei Formen 
also, die noch gar kein phylogenetisches Alter besitzen. Wenn man 
normale diploide Organismen mit Hilfe der Colchicinmethode poly- 
ploidisiert, so erhalt man ein autotetraploides Material, in dem jeder 
Chromosomentypus 4mal vorhanden ist. Im Pachytan dieser Organismen 
kommt es nicht zu einer echten Konjugation aller 4 Homologen, es 
paaren sich — wie in diploiden Pollenmutterzellen — stets nur 2 homo- 
loge Chromosomen. Zwischen einander homologen Bivalenten tritt 
jedoch haufig die intensivere Form der Sekundirpaarung auf, auch 
Partnerwechsel sind vorhanden. Entsprechende Untersuchungen wurden 
von StRAvB (1939) und von BoLLE und Srravs (1942) an Antir- 
rhinum majus, Tradescantia geniculata und Torenia fournieri vor- 
genommen. 

Untersucht man nach den gleichen Gesichtspunkten natiirliche Poly- 
ploide, so liegen in der Regel andere zytologische Verhialtnisse vor. 
Es lassen sich beziiglich der Sekundarpaarung 3 Gruppen unterscheiden. 
Bei manchen Arten tritt hiufig Sekundarpaarung auf und es sind Partner- 
wechsel mit ihr verbunden. Bei anderen Species ist die Sekundarpaarung 
nur schwach angedeutet, Partnerwechsel fehlen. SchlieBlich sind poly- 
ploide Arten vorhanden, in denen sich keine ,,secondary association‘ 
nachweisen laBt. In die 1. Gruppe gehért Solanum tuberosum. Nur hier 
wurden in Zusammenhang mit der reichlich auftretenden Sekundar- 
paarung haufig Partnerwechsel gefunden. Im Pachytan von S. tubero- 
sum fanden sich Konfigurationen, die weitgehend den Figuren ent- 
sprechen, die StrauB (1939) fiir das Pachytiin experimentell erzeugter 
autotetraploider Organismen von Antirrhinum majus beschreibt. Die 
Tatsache, daB unsere heutige Kulturkartoffel in ihrem zytologischen 
Verhalten den experimentell hergestellten Polyploiden weitgehend ent- 
spricht, kann so gedeutet werden, daB der Zeitpunkt der Polyploidi- 
sierung von S. tuberosum in stammesgeschichtlicher Beziehung noch 
nicht weit zuriickliegt. Die deutlich in Erscheinung tretende Sekundar- 
paarung liefert dariiber hinaus in Verbindung mit der véllig tiberein- 
stimmenden Struktur der assoziierten Bivalente einen Hinweis dafir, 
daB die Kartoffel auf autopolyploidem Weg entstanden ist. Damit kann 
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wohl eine Hypothese MEURMANs und RANKENs (1932) iiber die allopoly- 
ploide Entstehung der Kulturkartoffel als widerlegt gelten. Die beiden 
Autoren fanden in der i. meiotischen Metaphase nur ein SAT-Bivalent 
und schlossen daraus auf eine allopolyploide Entstehungsweise. Selbst 
wenn Solanum tuberosum durch Bastardierung zweier Solanuwm-Arten 
zustande gekommen ware, miBten 2 Nukleolenchromosomen im Genom 
vorhanden sein, da ja von jeder der beiden Ausgangsformen ein SAT- 
Chromosom in den Bastard hineingegeben wird. Eine neuerdings vor- 
genommene Analyse des Pachytiains von S. tuberosum ergab jedoch 
einwandfrei das Vorhandensein zweier Satellitenbivalente, deren Struk- 
tur vollistaindig iibereinstimmt (PETERS, unver6ffentlicht). 

Als Beispiel fiir die 2. Gruppe kann Solanum aviculare angefihrt 
werden. In den Pachytinkernen dieser Species finden sich nahezu 
ausschlieBlich normale Bivalente. In den wenigen Fallen, in denen 
Sekundarpaarung auftrat, bezog sie sich auf die Annaherung je eines 
Endes der betreffenden beiden Bivalente; Partnerwechsel wurden nicht 
beobachtet. Leider war die Anzahl der aufgefundenen Paarungsfiguren 
zu gering, um feststellen zu kénnen, ob nur ganz spezifische Bivalente 
des Genoms die Fahigkeit zur ,,secondary association“ besitzen, es ist 
dies jedoch sehr wahrscheinlich. Im Satz sind einige Gemini vorhanden, 
die auf Grund gewisser gemeinsamer Strukturmerkmale mit groBer 
Wahrscheinlichkeit als homolog zu betrachten sind. Sie zeigen jedoch 
schon mikroskopisch faBbare Unterschiede. Es haben die strukturver- 
andernden Prozesse offenbar auf Solanum aviculare linger einwirken 
kénnen als auf 8. tuberosum. Daraus kann in Verbindung mit der nur 
angedeuteten Sekundirpaarung der SchluB gezogen werden, daB S. avi- 
culare phylogenetisch alter ist als S. tuberosum. 

Alle anderen untersuchten 24chromosomigen Arten der Familie der 
Solanaceen miissen der 3. Gruppe zugeordnet werden; es laBt sich in 
ihren Pachytankernen keine Sekundarpaarung nachweisen. Das gilt fir 
die Species Solanum luteum, Scopolia carniolica, Withania somnifera 
und auch fiir die 16chromosomige Art Solanum seaforthianum. Man 
kann nun versuchen, auch die oben genannten Species mit Hilfe zyto- 
logischer Untersuchungsmethoden in bezug auf ihr stammesgeschicht- 
liches Alter zu klassifizieren. 

Dabei muB beriicksichtigt werden, daB das Fehlen der Sekundarpaarung nicht 
unbedingt auf ein hohes Alter einer Art schlieBen 14B8t, es kann sich vielmehr auch 
um eine allopolyploide Form handeln. Es muB also zunachst festgestellt. werden, 
ob eine Art als allo- oder als autopolyploid anzusprechen ist. Eine klare Ent- 
scheidung dieser Frage wird in der Regel nicht méglich sein, denn auch bei auto- 
polyploiden Formen lassen sich die urspriinglich identischen homologen Gemini 
haufig nicht mehr als Homologe erkennen. Gewisse Hinweise erhalt man aus der 


Struktur der Satellitenbivalente. Die beiden SAT-Bivalente von Scopolia carnio- 
lica zeigen wohl gewisse strukturelle Differenzen, die Unterschiede liegen aber im 
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_Rahmen derjenigen Veranderungen, die vermutlich im Verlauf relativ kurzer 
phylogenetischer Entwicklungsperioden am Chromosom ablaufen. Die beiden 
Bivalente kénnen als identisch im autopolyploiden Sinne angesprochen werden. 
Da bei dieser Art keine Sekundarpaarung beobachtet werden konnte, muB sie 
wohl noch Alter sein als Solanum aviculare. Schwieriger liegen die Verhaltnisse 
bei Solanum luteum und Withania somnifera. Im Genom dieser beiden Arten ist 
nur je ein Satellitenchromosom vorhanden. Ohne Zweifel haben aber die Genome 
dieser beiden Species bei auto- wie auch bei allopolyploider Entstehung urspriinglich 
2 Nukleolenchromosomen besessen. Eines davon muB sich im Verlauf der Evo- 
utiou in struktureller Beziehung so stark verandert haben, daB es heute nicht 
mehr als Satellitenchromosom erkennbar ist. Die Untersuchungen im empirischen 
Teil haben gezeigt, daB® dafiir sehr lange phylogenetische Zeitraume notwendig 
sind. Die beiden Arten miissen folglich als die beiden altesten Species der bear- 
beiteten 24chromosomigen Arten angesehen werden. 

Beziiglich des phylogenetischen Alters der untersuchten Arten laBt 
sich bei aller Vorsicht folgende Reihenfolge. aufstellen: 

Experimentell hergestellte Autotetraploide, 

Solanum tuberosum (autotetraploid), 

Solanum aviculare (autotetraploid), 

Scopolia carniolica (autotetraploid ?), 

Solanum luteum, Withania somnifera (Entstehungsweise unbekannt). 
In dieser Aufstellung nimmt das stammesgeschichtliche Alter der Arten 
von oben nach unten zu. 

Der Grund fiir das unterschiedliche Verhalten autotetraploider Arten 
in bezug auf die Sekundarpaarung liegt offenbar in den Homologiever- 
haltnissen der einander entsprechenden Gemini. Bei den experimentell 
hergestellten Autotetraploiden ist praktisch noch die volle Homologie 
der fiir jeden Typus vorhandenen 4 Chromosomen realisiert. Im Pachy- 
tin auBert sich dieses Faktum in einer Sekundarpaarung als Normal- 
zustand, mit der haufig Partnerwechsel verbunden ist. Das gleiche 
gilt fiir die phylogenetisch noch jungen natiirlichen Tetraploiden. Je 
alter eine Art ist, eine um so lingere Eigenentwicklung haben ihre 
homologen Bivalente durchlaufen. Diese Entwicklung ist anscheinend 
in den homologen Gemini nicht gleichartig verlaufen. Es sind zunachst 
geringe, spiter auch gréBere, sogar mikroskopisch faBbare Unterschiede 
zwischen den urspriinglich identischen Bivalenten zustande gekommen, 
deren Folge eine zunehmende Verminderung der Homologie ist. Mit 
diesem steigenden Homologieverlust ist offenbar eine Abnahme der 
gegenseitigen Anziehungskrafte der Bivalente im Pachytaén verbunden. 
Sie wird sich zunachst so ausgewirkt haben, daB die Sekundarpaarung 
nicht mehr zwischen allen homologen Gemini eines Kerns ablauft, 
sondern nur noch diejenigen Bivalente erfaBt, bei denen der Homologie- 
verlust einen bestimmten Schwellenwert noch nicht iiberschritten hat. 
In diesem Zustand befindet sich heute offenbar Solanum aviculare. 
In noch dlteren Formen schlieBlich ist der Homologieverlust so groB 
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geworden, daB keine Paarungstendenzen zwischen urspriinglich homo- 
logen Bivalenten mehr nachweisbar sind. 

Den Ablauf des Homologieverlustes kénnte man sich folgendermaBen 
vorstellen: Die primaren Veranderungen, die in zunachst vdllig iiber- 
einstimmenden homologen Gemini zustande kamen, sind sicherlich Gen- 
mutationen gewesen, also Prozesse, die nur geringe Verschiebungen in 
kleinsten Chromosomenregionen zur Folge hatten und die die Homologie 
der betreffenden Bivalente noch nicht wesentlich beeinfluBten. Még- 
licherweise hat bereits die Summierung derartiger Genmutationen eine 
Verminderung der Homologie verursacht. Daneben sind in den partiell 
heterochromatischen Chromosomen Vorginge abgelaufen, die das gegen- 
seitige Verhaltnis von Hetero- und Euchromatin veranderten. Damit 
traten aber bereits im mikroskopisch sichtbaren Bereich strukturelle 
Unterschiede zwischen den homologen Bivalenten auf, deren Folge eine 
weitere Abnahme ihrer Homologie war. Die letztgenannten Vorgange 
haben schlieBlich im Verlauf sehr langer Entwicklungsperioden Aus- 
maBe erreicht, die die urspriinglichen Homologieverhialtnisse vollstandig 
verwischt haben. 

Die Bearbeitung des Phanomens der Sekundarpaarung hat bei den 
untersuchten Arten eine enge Korrelation zwischen Chromosomen- 
struktur und Tendenz zur Sekundarpaarung erbracht. ,,Secondary 
association‘ mit Partnerwechsel kam nur zustande, wenn die beiden 
homologen Bivalente keine oder doch nur geringfigige strukturelle 
Differenzen aufwiesen. Waren gréBere Unterschiede vorhanden, so 
wurde die Sekundarpaarung noch angedeutet, es kam jedoch nicht zu 
Partnerwechseln. Das deutet darauf hin, daB eine enge Beziehung 
zwischen der mikroskopisch sichtbaren AuBenstruktur des Chromosoms 
und seinem inneren Aufbau besteht. Die 4 bei autotetraploiden Arten 
zu beobachtenden Phinomene 

echte Sekundarpaarung mit Partnerwechsel, 

deutliche Sekundarpaarung ohne Partnerwechsel, 

gerade noch angedeutete Sekundarpaarung, 

nicht mehr in Erscheinung tretende Sekundarpaarung 
stellen also prinzipiell gleichartige Vorgainge dar, die Unterschiede sind 
nur gradueller Natur. Entscheidend fiir den Grad der realisierten Se- 
kundarpaarung in den Pachytankernen einer autotetraploiden Art sind 
die Homologieverhialtnisse der einander entsprechenden homologen Ge- 
mini und damit das phylogenetische Alter der betreffenden Species. 


5. Die systematische Gliederung der Familie der Solanaceen 
unter Beriicksichtigung vergleichend zytologischer Gesichtspunkte. 
Die zytologische Bearbeitung einer gréBeren Anzahl verschiedener 
Arten der Gattung Solanum hat eine deutliche Korrelation zwischen 
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dem Habitus und der Chromosomenstruktur der untersuchten Species 
erbracht. Die strukturelle Ubereinstimmung der Genome verschie- 
dener Arten ist um so gréBer, je gréBer ihre habituelle Ubereinstimmung 
ist, je naher sie sich also in systematischer Beziehung stehen. Die Ana- 
lyse der Pachytangenome verschiedener Species gibt uns also die Még- 
lichkeit, ihren gegenseitigen Verwandtschaftsgrad abzuschitzen und 
damit zytologische Methoden fir die Bearbeitung von Fragestellungen 
auf dem Gebiet der Systematik in Anwendung zu bringen. Diese Me- 
thode liefert vor allem fir die systematische Einordnung verschiedener 
Gattungen in eine Familie brauchbare Hinweise. 


Zytologen und Systematiker haben in den letzten beiden Jahrzehnten ver- 
sucht, eine Verbindung zwischen der Phylogenie und der Systematik einerseits 
und der Zytologie andererseits zu schaffen. Sie haben auf der Basis vergleichend 
zytologischer Untersuchungen interessante Zusammenhange zwischen dem Karyo- 
typus einer Art und ihrer systematischen Stellung aufgefunden, die im folgenden 
kurz angefiihrt werden sollen. Der Begriff ,,Karyotypus“ wurde in seiner urspriing- 
lichen Fassung von DELaunay (1926) gepragt und galt fiir eine Gruppe von Species, 
die einander in Anzahl, GréBe und Form ihrer Chromosomen gleichen oder doch 
weitgehend ahneln. Die Ergebnisse der Arbeiten DELaunays, die an den Gat- 
tungen Muscari, Ornithogalum und Bellevalia gewonnen wurden, erweckten den 
Anschein, als fielen Karyotypus und Genus zusammen, als gehérten alle Arten 
einer Gattung dem gleichen Karyotypus an. Bereits durch Untersuchungen von 
Lewrrzky (1924, 1931) wurde jedoch gezeigt, daB manche Gattungen in mehrere 
Karyotypen aufgegliedert werden miissen. Seit Lewrrzky versteht man daher 
unter dem Begriff ,,Karyotypus‘‘ das Chromosomenbild des Genoms einer be- 
stimmten Art. Fiir seine Bestimmung wurden in der Regel somatische Metaphasen 
ausgewertet, so daB die Spezifitat eines Genoms durch die Faktoren Chromosomen- 
zahl, Chromosomenlange, Lage der Insertion und vielleicht noch Beschaffenheit 
des Satellitenchromosoms ausgetestet wurde. Es zeichnen sich hierbei folgende 
GesetzmaBigkeiten ab: 

Die nach phyloger tisch-systematischen Gesichtspunkten urspriinglichen Arten 
sind durch einen sehr gleichférmigen Bau ihrer Chromosomen gekennzeichnet. 
Sie zeigen nur geringe GréBenunterschiede, die Insertionsstellen liegen median 
oder nur schwach submedian, die betreffenden Arten besitzen einen ,,symmetrischen 
Karyotypus* (LewrtzKy 1931). Demgegeniiber kommt es im Verlauf der Evo- 
lution bei den als abgeleitet erkannten Arten zu strukturellen Anderungen am Chro- 
mosom, die als Verkiirzung eines oder auch beider Schenkel bestimmter Typen 
in Erscheinung treten. Das Ergebnis dieser Vorgange manifestiert sich im Auf- 
treten von Chromosomen mit zum Teil extrem submedian gelegener Insertion 
und in einer GréBenstaffelung der Chromosomen des Satzes, es entstehen ,,asym- 
metrische Karyotypen“‘. Diese GesetzmaBigkeiten wurden von Lrvirzky (1931) 
am Tribus Helleborae der Ranunculaceae ermittelt. Gleiche Ergebnisse konnten 
im Tribus Cichorieae der Compositae sowie in der Gattung Crepis gewonnen werden 
(Bascock, STEBBINS und JENKINS 1937, BascockK und JENKINS 1943, Bascock 
1947). Auch in den Gattungen Vicia und Lathyrus besitzen die urspriinglichen 
Arten in der Regel symmetrische Karyotypen, die abgeleiteten hingegen asym- 
metrische (SVESHNIKOVA 1927). Das gleiche gilt fiir die Liliaceen-Gatt 
Yucga, Agave, Aloe, Gasteria, Haworthia und Kniphofia (McKEtvey und Sax 
1933, Morretr 1932, WurrakER 1934, Sato 1937, RESENDE 1937): Die Fiille des 
Untersuchungsmaterials und die Breite, in der manche Gattungen zytologisch 
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bearbeitet wurden — Bascock und JENKINS untersuchten 113 Arten der Gattung 
Crepis — lassen den Schlu8 zu, daB diesen GesetzmaBigkeiten eine breitere Giil- 
tigkeit zukommt und da8 sie mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit in 
Beziehung gesetzt werden kénnen. 

Der Vorteil der Bearbeitung des Pachytans gegeniiber der mitotischen 
oder gar der meiotischen Metaphase liegt darin, daB der Karyotypus 
einer Art im Stadium des Pachytiins eine wesentlich héhere Spezifitat 
sufweist als in allen anderen Teilungsstadien. Differenzen in der Chromo- 
somenlinge und in der Lage der Insertion lassen sich in den schwach 
spiralisierten Pachyténchromosomen viel exakter nachweisen als in der 
Metaphase. Dazu kommt bei partiell heterochromatischen Chromosomen 
noch die Erfassung der Makrochromomeren, die fiir die Beantwortung 
phylogenetischer Fragestellungen von groBer Bedeutung sind. 

Der Vergleich der Genome von Solanum seaforthianum und 8. memphiticum 
zeigt besonders augenfallig, wie groB die Verschiedenheiten der Karyotypen zweier 
Arten der gleichen Gattung sein kénnen. Die Chromosomen des Satzes von 8. 
seaforthianum (Abb. 27) zeigen nur geringe GréBendifferenzen, der Mittelwert des 
kiirzesten Chromosoms liegt bei 19, der des langsten bei 274. Das entspricht 
einem Verhiltnis von 1:1,4. Die Insertionsstelle liegt bei vielen Chromosomen 


median, bei allen anderen mit Ausnahme des Satellitenchromosoms nur schwach * 


submedian. Auch beziiglich der heterochromatischen Strukturelemente sind die 
Differenzen zwischen den verschiedenen Chromosomentypen — wiederum mit 
Ausnahme des SAT-Chromosoms — relativ gering. Die niedrigste Chromomeren- 
zahl betragt 12, die héchste 20. Die Species S. seaforthienum verk6rpert somit 
innerhalb der Gattung Solanum einen weitgehend symmetrischen Karyotypus, sie 
muB also als urspriinglich betrachtet werden. Einen ganz anderen Eindruck ver- 
mittelt das Genom von S.memphiticum (Abb. 32). Die Chromosomen dieser 
polyploiden Art zeigen erhebliche GréBendifferenzen. Die Lange des kiirzesten 
Chromosoms betragt 16, die des langsten mehr als 45 1; es ist also eine Langen- 
differenz von mehr als 1:3 vorhanden. Ahnliche Unterschiede sind beziiglich der 
Lage der Insertion, besonders aber der Anzahl der Makrochromomeren feststellbar. 
Hier liegt das Minimum bei 3, das Maximum bei 29—30. Die bei den verschiedenen 
Chromosomen des Satzes sehr unterschiedliche Verteilung heterochromatischer 
Strukturelemente auf die beiden Schenkel, ferner das Auftreten isolierter Makro- 
chroinomeren in euchromatischen Regionen tragen noch zur Spezifizierung des 
Genoms bei. Die Art Solanum memphiticum besitzt somit einen ausgesprochen 
asymmetrischen Karyotypus, sie ist als abgeleitet zu betrachten. 

Im 1. Kapitel des theoretischen Teils wurde die Arbeitshypothese 
aufgestellt, daB der Besitz heterochromatischer Regionen gegeniiber 
rein euchromatischen Chromosomen als ein abgeleitetes Merkmal an- 
zusehen ist. Der gleiche Standpunkt wird von Sressins (1951) ver- 
treten. Er stellt fest, daB deutliche Chromozentrenkerne haufig in den 
als abgeleitet bekannten Arten systematischer Einheiten auftreten. 
Nach Anwendung dieser Hypothese miissen diejenigen Arten, deren 
Chromosomen besonders hohe heterochromatische Anteile aufweisen, 
als besonders stark abgeleitet angesehen werden. Demgegeniiber waren 
Species mit geringen Heterochromasiezahlen als relativ urspriinglich 
aufzufassen. Der Grad der Heterochromasie einer Art kann also fiir ihre 
systematische Einordnung mit herangezogen werden. 
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Trotz der klar tibersehbaren Beziehungen, die zwischen der syste- 
matischen Stellung verschiedener Arten und ihrem Karyotypus vor- 
handen sind, kann man eine systematische Einteilung der Familie der 
Solanaceae an Hand zytologischer Untersuchungsergebnisse nicht mit 
der notwendigen Zuverlissigkeit vornehmen. Es lé8t sich jedoch die 
schon bestehende systematische Gliederung der Familie durch begriindete 
zytologische Aussagen ergaénzen und in einigen Punkten korrigieren. 


Die systematische Stellung der wichtigsten Gattungen der Familie ist nach der 
Einteilung R. v. WEeTtsTEmns (1910) aus nachfolgendem Schema ersichtlich. 


Nicandreae Nicandra 


Solaneae Atropa 





ee 
TPA bi Cestreae Cestrum 





i 


Salpiglossideae Salpiglossis 


Es fallt zunachst auf, daB die Familie nach dem Kriimmungsgrad des Embryos 
in 2 groBe Gruppen unterteilt worden ist. Dabei betont v. WeTTsTEIN, daB die 
Unterfamilien der Cestreae und der Salpiglossideae deutliche verwandtschaftliche 
Beziehungen zu den Scrophulariaceae zeigen, sie werden nur infolge des Besitzes 
einiger fiir die Solanaceae charakteristischer Merkmale, etwa der Knospenlage und 
der bikollateralen Leitbiindel, noch in diese Familie einbezogen. Es ist auffallend, 
daB auch nach zytologischen Gesichtspunkten eine scharfe Zweiteilung der Familie 
gefordert werden muB, die sich jedoch nur teilweise mit dem Schema v. WErt- 
STEINS deckt. Von den insgesamt bearbeiteten 21 Gattungen der Familie liBt 
sich bei 19 Genera eine Differenzierung ihrer Chromosomen in hetero- und euchro- 
matische Zonen nachweisen. Diese Gattungen miissen den beiden Genera Cestrum 
und Nicotiana gegeniibergestellt werden, deren Chromosomen diese charakteristi- 
sche Differenzierung nicht zeigen. Diese beiden Gattungen sind nach v. WETT- 
STEIN mit den Genera Petunia, Juanulloa und Makea zur systematischen Gruppe 
der Cestreae vereinigt worden und sind unter anderem der Gruppe der Solaneae 
gegeniibergestellt, die die meisten Gattungen der Familie enthilt. 


Die Zusammenfassung der eben genannten 5 Gattungen ist nach ver- 
gleichend zytologischen Gesichtspunkten nicht vertretbar. Gewisse ge- 
meinsame Merkmale, nimlich das Fehlen heterochromatischer Zonen, 














620 WERNER GOTTSCHALK: 


lassen sich nur fiir die Gattungen Cestrum und Nicotiana auffinden. Der 
SchluB, es bestiinde aus diesem Grunde eine engere Verwandtschaft 
zwischen diesen beiden Genera, ist jedoch nicht berechtigt. Die Gat- 
tung Cestrum zeigt einige zytologische Besonderheiten, die bei keinem 
anderen Genus aufgefunden werden konnten und nach denen angezweifelt 
werden muB, daB diese Gattung iiberhaupt den Solanaceen zuzuordnen 
ist (vgl. S. 582). Wenn sie auf Grund systematischer Erkennungsmerk- 
male weiterhin zur Familie gezaihlt wird, so kann dies nur unter der 
Voraussetzung einer vdllig isolierten Stellung geschehen. 

Die Gattung Nicotiana nimmt innerhalb der Familie ebenfalls eine 
sehr isolierte Stellung ein. Da ihre Chromosomen keine heterochromati- 
schen Partien besitzen, muB sie als besonders urspriinglich angesehen 
werden. Auch die Gattung Petunia laBt sich nach Beriicksichtigung 
zytologischer Untersuchungsergebnisse nicht mit den eben besprochenen 
Genera zu einer systematischen Einheit zusammenfassen, da sich ihre 
Chromosomen durch einen besonders hohen heterochromatischen Anteil 
auszeichnen. Es miissen in den Chromosomen der Gattungen Nicotiana 
und Petunia also Prozesse von sehr unterschiedlicher Art abgelaufen sein, 
die nach einer langen stammesgeschichtlichen Entwicklung derartig ex- 
treme Verschiedenheiten im Chromosomenbau zustande gebracht haben. 
Ohne Zweifel sind gerade diese beiden Gattungen die exponiertesten, am 
wenigsten miteinander verwandten Genera der Familie der Solanaceae. 

SchlieBlich sei noch die systematische Stellung der Gattung Juanulloa erwahnt. 
Wenn das Pachytaén von J. aurantiaca auch nicht analysiert werden konnte, so 
lieBen sich doch heterochromatische Mittelsegmente in den Chromosomen nach- 
weisen. Die Gattung Juanulloa muB folglich in die groBe Gruppe derjenigen Genera 
der Familie eingeordnet werden, die durch den Besitz partiell heterochromatischer 
Chromosomen gekennzeichnet sind, sie kann weder mit der Gattung Cestrum noch 
mit dem Genus Nicotiana naher verwandt sein. 

Uber den gegenseitigen Verwandtschaftsgrad der anderen bearbeiteten Gat- 
tungen lassen sich unter Einbeziehung zytologischer Befunde folgende Aussagen 
machen: Als besonders urspriinglich mu8 das Genus Atropa betrachtet werden, 
es nimmt eine interessante Ubergangsstellung zwischen den Genera mit rein euchro- 
matischen und solchen mit partiell heterochromatischen Chromosomen ein. Der 
heterochromatische Anteil am Chromosom ist bei dieser Gattung noch sehr gering. 
Auch die Gattung Schizanthus zeigt in zytologischer Hinsicht ausgesprochen ur- 
spriingliche Merkmale, die vor allem in ihrem symmetrischen Karyotypus zum 
Ausdruck kommen (Abb. 44). Besonders augenfillig ist die gleichférmige Aus- 
gestaltung der heterochromatischen Mittelsegmente aller Chromosomen, sie kann 
als ausgesprochen urspriingliches zytologisches Merkmal gelten. 

Den beiden Gattungen Atropa und Schizanthus stehen als besonders stark 
abgeleitete Gattungen die Genera Physalis und Petunia mit auffallend hohen Hetero- 
chromasiezahlen gegeniiber. Von den anderen Gattungen besitzen zunachst die 
Genera Nicandra und Hyoscyamus in bezug auf die Ausgestaltung ihrer Chromo- 
somenenden ein sehr charakteristisches iibereinstimmendes zytologisches Merkmal 
(Abb. 47 und 48). Es ist nicht anzunehmen, da8 diese Ubereinstimmung zufilliger 
Natur ist, es hat vielmehr den Anschein, als stelle die Anlagerung heterochromati- 
scher Substanz an den Chromosomenenden eine Sonderentwicklung innerhalb 
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der Familie dar. Diejenigen Gattungen, die an dieser Sonderentwicklung beteiligt 
sind, werden einander in systematischer Beziehung naherstehen als die anderen 
Genera der Familie. Da die Ausgestaltung der Chromosc den bei der Species 
Hyoscyamus niger noch vielgestaltiger ist als bei Nicandra physaloides, muB die 
Gattung Hyoscyamus gegeniiber dem Genus Nicandra als starker abgeleitet be- 
trachtet werden. Interessanterweise findet sich auch im Genom von Afropa bella- 
donna ein Chromosom, das ein extrem groB ausgebildetes Endchromomer besitzt. 
Dieser Befund kénnte als Hinweis dafiir aufgefaBt werden, daB die zweifellos vor- 
handenen systematischen Beziehungen zwischen den Gattungen ciate und Hyoscya- 
mus, die unter anderem in ihrem weitgehend iiberei 1 Alkaloidgehalt 
zum Ausdruck kommen, auch in ihren zytologischen Verhaltnissen atageliiates sind. 

Eine ebenfalls abgeleitete Stellung nimmt offenbar die Gattung Withania ein, 
weil die Umwandlung evchromatischer Regionen in heterochromatische vor allem 
im kurzen Schenkel einiger Chromosomen bereits weit fortgeschritten ist (Abb. 49). 
Eine ahnliche Entwicklung scheint sich bei Scopolia carniolica anzubahnen (Abb. 45). 
Dariiber hinaus verkérpert das Genom dieser Species einen ausgesprochen asym- 
metrischen Karyotypus. Das kommt neben der unterschiedlichen Lage der In- 
sertionsstelle vor aliem in den starken GréBendifferenzen der Chromosomen zum 
Ausdruck. Die Lange des kiirzesten analysierten Chromosoms des Satzes betragt 
21, die des langsten 63. In die gleiche Richtung weist die heterogene Ausge- 
staltung der heterochromatischen Mittelsegmente, vor allem auch das reichliche 
Auftreten isolierter Makrochromomeren in den euchromatischen Partien. Offenbar 
durchlauft die Species S.carniciica eine Periode lebhafter Weiterentwicklung, 
wahrend der Karyotypus von Schizanthus pinnatus den Eindruck einer vorerst 
abgeschlossenen Entwicklung vermittelt. Die untersuchten Arten der Gattungen 
Solanum, Saracha und Datura schlieBlich stimmen in der Charakteristik ihrer 
Genome etwa iiberein. Sie besitzen normale partiell heterochromatische Chromo- 
somen ohne spezifische Kennzeichen, die fiir systematische Prinzipien Verwendung 
finden kénnten. 


Will man versuchen, ein systematisches Schema der Familie der So- 
lanaceen unter Beriicksichtigung zytologischer Gesichtspunkte zu ent- 
werfen, so kénnten die hier bearbeiteten Gattungen der Familie etwa 
in folgender Weise eingeordnet werden: 
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In dieser Aufstellung stehen die Gattungen mit den als urspriing- 
lich gedeuteten zytologischen Merkmalen oben, die abgeleiteten unten. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde die Struktur der Pachytanchromosomen von insgesamt 
29 Arten der Gattung Solanum und von weiteren 26 Species anderer 
Genera der Familie der Solanaceae bearbeitet. Dariiber hinaus wurden 
einige Chromosomen der Genome von 19 Handelssorten bzw. Zucht- 
stimmen der Species Solanum lycopersicum analysiert. 

2. Die Struktur des Satellitenchromosoms zeigt bei verschiedenen 
Tomatensorten erhebliche Differenzen, die sich im wesentlichen auf die 
Region des Satelliten und der achromatischen Zone beschrinken. Die 
Lange des Satelliten differiert bei den untersuchten Sorten zwischen 
1 und 8,5, die der achromatischen Zone zwischen 0 und 2,5. Die 
Satelliten entsprechen in ihrer Struktur den heterochromatischen Re- 
gionen, sie sind aus Makrochromomeren zusammengesetzt. Die struk- 
turellen Unterschiede im Bereich des heterochromatischen Mittelseg- 
ments sind gering. In bezug auf die Grundstruktur dieses Chromosomen- 
typus sind bei verschiedenen Sorten der Art keine Differenzen vorhanden. 
Das gleiche gilt fiir 4 weitere Chromosomentypen des Genoms von 
Solanum lycopersicum. 

3. Vergleichende strukturmorphologische Untersuchungen der Pa- 
chytaéngenome verschiedener Arten der Gattung Solanum erbringen 
starke strukturelle Differenzen zwischen einander entsprechenden Chro- 
mosomen. Die Unterschiede beziehen sich vor allem auf die Ausge- 
staltung der heterochromatischen Segmente. Die niedrigste Anzahl 
heterochromatischer Strukturelemente wurde im Genom von SV. avi- 
culare mit durchschnittlich 7 Chromomeren je Chromosom gefunden. 
Den héchsten heterochromatischen Anteil besitzt S. sisymbrifoliwm mit 
etwa 40 Chromomeren je Chromosom. 

4, An Hand des Vergleichs dreier besonders charakteristischer Chro- 
mosomentypen in den Genomen der bearbeiteten Solanum-Arten wird 
der Ablauf strukturverandernder Prozesse wihrend der Evolution auf- 
gezeigt. Dabei wird das Vorhandensein niedriger Chromomerenzahlen 
als urspriinglich gedeutet, wihrend die Zunahme heterochromatischer 
Elemente als eine Form der Weiterentwicklung angesehen wird. Im 
Verlauf dieser Entwicklungsprozesse werden nicht sofort Makrochromo- 
meren gebildet, es entstehen vielmehr zunichst Mikrochromomeren, die 
durch weitere Auflagerung heterochromatischer Substanz im Verlauf 
langerer phylogenetischer Zeitraume zu Makrochromomeren aufgebaut 
werden. 

5. Es laBt sich eine direkte Beziehung zwischen dem Grad der chro- 
mosomenstrukturellen und der habituellen Ubereinstimmung nahe ver- 
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wandter Arten feststellen. Die Pachyténchromosomen verschiedener 
Species zeigen eine um so gréBere strukturelle Ubereinstimmung, je 
naher die betreffenden Arten miteinander verwandt sind. Damit laBt 
sich diese zytologische Methode fiir die Bearbeitung von Fragestellungen 
auf dem Gebiet der pflanzlichen Systematik anwenden. 

6. Durch den Vergleich der Struktur des Satellitenchromosoms von 
22 Solanum-Arten wird der Beweis erbracht, daB die reale Lange des 
kurzen Schenkels dieses Chromosomentypus im Verlauf der Evolution 
verindert worden ist. Die Lange dieser Zone differiert bei den unter- 
suchten Arten zwischen 1 und 6. Diesen Langenunterschieden lauft 
eine entsprechende Differenz der Chromomerenzahl dieser Region 
parallel, sie differieren zwischen 2 und 11. 

7. Die in den Kernen polyploider Arten vorhandenen 2 Satelliten- 
bivalente kénnen auch bei den als autopolyploid gedeuteten Species 
strukturelle Differenzen aufweisen. Die Unterschiede beziehen sich auf 
die Ausgestaltung der heterochromatischen Mittelsegmente. Es sind also 
wahrend der Evolution bei einander entsprechenden Chromosomen einer 
polyploiden Art offenbar die gleichen strukturverindernden Prozesse 
abgelaufen wie bei homologen Chromosomen verschiedener Arten. 

8. In polyploiden Arten wird auch beim Vorhandensein mehrerer 
Satellitenbivalente stets nur ein in Funktion tretender Nukleolus ge- 
bildet, an dem sich im Pachytin beide SAT-Bivalente befinden. Bei 
manchen Arten bildet eines der beiden Satellitenbivalente einen 2., 
sehr kleinen Nukleolus, der offenbar nicht voll funktionsfaihig ist und 
spitestens wahrend des Pachyténs mit dem normalen Nukleolus ver- 
schmilzt. In den Saétzen hexaploider Arten wurden nicht die erwarteten 
3, sondern stets nur 2 Satellitenbivalente gefunden. 

9. In den Pachytaénkernen von Solanum tuberosum tritt eine inten- 
sive Sekundaérpaarung zwischen strukturell iibereinstimmenden homo- 
logen Bivalenten auf. Dabei kénnen zwischen den Chromosomen be- 
nachbarter Gemini Partnerwechsel zustande kommen. Fir die Species 
Solanum tuberosum kann mit Sicherheit eine autopolyploide Entste- 
hungsweise angenommen werden. Der phylogenetische Zeitpunkt der 
Polyploidisierung kann noch nicht weit zurickliegen. 

10. In den Chromosomen der Gattungen Cestrum und Nicotiana 
ist die bei allen anderen bearbeiteten Genera der Familie vorhandene 
Differenzierung in hetero- und euchromatische Regionen nicht nach- 
weisbar. Den beiden Gattungen muB eine sehr isolierte systematische 
Stellung zugesprochen werden. Auf Grund sehr abweichender zytologi- 
scher Befunde ist die Zugehérigkeit des Genus Cestrum zur Familie der 
Solanaceen unwahrscheinlich. 

11. Die Chromosomen von Atropa belladonna nehmen infolge ihres 
geringen heterochromatischen Anteils eine Sonderstellung innerhalb der 
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Familie ein. Im Genom ist mindestens ein rein euchromatisches Chromo- 
som vorhanden, weitere 3 Chromosomen besitzen nur je 1 Makrochromo- 
mer. Die Analyse des Satzes von Atropa belladonna beweist, daB die 
im Verlauf der Evolution anlaufende Bildung heterochromatirecher Zonen 
an der Insertionsstelle begonnen und von dort aus auf die angrenzenden 
Regionen eines oder auch beider Schenkel iibergegriffen hat. 

12. In einigen Chromosomen der Sitze von Nicandra physaloides 
und Hyoscyamus niger 1a8t sich am Ende der kurzen Schenkel eine 
auffallende Anhiufung heterochromatischer Substanz nachweisen. An 
Stelle normaler Endchromomeren sind hier Makrochromomeren oder 
noch gréBere Strukturelemente zur Aushildung gekommen. Durch 
diese Sonderentwicklung kann am Chromosomenende ebensoviel oder 
sogar mehr heterochromatische Substanz lokalisiert sein als im hetero- 
chromatischen Mittelsegment. 

13. Das Genom von Withania somnifera enthalt einige sehr ab- 
weichende strukturierte Chromosomen, deren kurzer Schenkel ausschlieB- 
lich aus heterochromatischen Elementen besteht. Ein euchromatisches 
Ende fehit diesen Chromosomentypen. Sie haben in dieser Region offen- 
bar einen gewissen Abschlu8 der wihrend der Evolution abgelaufenen 
Umwandlung euchromatischer Zonen in heterochromatische erreicht. 

14. Die Chromosomen des Genoms von Physalis philadelphica be- 
sitzen besonders hohe heterochromatische Anteile, sie iibersteigen bei 
mehreren Chromosomentypen 50% ihrer Gesamtlinge. Das Mittel- 
segment eines besonders stark heterochromatischen Chromosoms ist aus 
mehr als 60 Strukturelementen zusammengesetzt, das ist der héchste 
Wert aller in der vorliegenden Arbeit analysierten Chromosomen der 
Familie der Solanaceae. 

15. Im theoretischen Teil wird der Versuch gemacht, mit Hilfe der 
Sekundarpaarung das relative stammesgeschichtliche Alter polyploider 
Arten zu ermitteln. 

16. Die systematische Gliederung der Familie der Solanaceae wird 
mit den Ergebnissen vergleichend zytologischer Untersuchungen in Be- 
ziehung gesetzt. Bei Beriicksichtigung zytologischer Gesichtspunkte 
erscheint fiir einige Gattungen eine Umgruppierung des gegenwartig 
giltigen Systems notwendig. 

Die vorliegende Arbeit wurde im Jahre 1950 im Botanischen In- 
stitut der Universitét Freiburg i. Br. begonnen und am Max-Planck- 
Institut fiir Ziichtungsforschung, Abteilung fiir Pflanzenbau und Ziich- 
tungsbiologie, Neuhof bei GieBen, fortgefiihrt. Mein besonderer Dank 
gilt meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. OEHLKERS dafir, daB 
er mir die Méglichkeit gab, die Arbeit an seinem Institut und mit 
seinen wissenschaftlichen Geraten in Angriff zu nehmen. Herrn Prof. 
ScuErsE danke ich fiir seine vielseitige Hilfe, besonders in Zusammen- 
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hang mit der Bereitstellung der optischen Ausriistung und der Anzucht 
des umfangreichen Pflanzenmaterials. Ein Teil des Materials wurde im 
Botanischen Garten der Justus Liebig-Hochschule, GieBen, angezogen. 
Ich bin Herrn Prof. v. DENFFER fiir sein Entgegenkommen zu groBem 
Dank verpflichtet. Das restliche Material wurde in folgenden botani- 
schen Garten fixiert: Botanischer Garten der Universitaten Basel, Bern, 
Bonn, Freiburg, Marburg, Lausanne, der Technischen Hochschulen zu 
Braunschweig, Darmstadt, Karlsruhe, ferner in den Sortimenten des 
Max-Planck-Instituts fiir Ziichtungsforschung in Voldagsen und des 
Tabakforschungsinstituts in Forchheim. Den Direktoren der vorge- 
nannten Garten danke ich fiir die Erlaubnis, an den in ihren Garten 
vorhandenen Solanaceen Fixierungen vorzunehmen. 
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